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Le mode vie autotrophique des plantes repose entièrement sur l’intégrité du 
chloroplaste et notamment l’étape de la biogénèse. La transcription des gènes 
chloroplastiques, assurée par une PEP (ARN polymérase encodée par le chloroplaste) et 
deux NEPs (ARN polymérase encodée par le noyau), est l’une des étapes primordiales dans 
le développement d’un chloroplaste photosynthétique. On distingue trois classes de gènes 
chloroplastiques : les gènes de classe I, transcrit par la PEP exclusivement; les gènes de 
classe II, transcrits par la PEP ou les NEPs; et les gènes de classe III, transcrits 
exclusivement par les NEPs. Pour assurer sa fonction, la PEP doit être associée à des 
facteurs sigmas. L’un de ceux-ci, la protéine SIG6, est un facteur sigma général et, associé à 
la PEP, assure la transcription de l’ensemble des gènes de classe I et II lors du 
développement du chloroplaste photosynthétique. Ainsi, le mutant sig6 présente un 
phénotype de cotylédons pâles, associé à un retard de biogénèse chloroplastique, ainsi 
qu’une diminution de la transcription des gènes de classe I, provoquant la diminution de la 
quantité de protéines de classe I. 
Dans le laboratoire, nous étudions les deux protéines WHIRLY chloroplastiques 
(WHY1 et WHY3) pour leur rôle dans le maintien de la stabilité génomique chloroplastique. 
Toutefois, peu de choses sont encore connues sur leur rôle potentiel dans la transcription 
ou la biogénèse chloroplastique. Par exemple, lorsque l’on tente de purifier la PEP, on 
obtient un gros complexe transcriptionnel nommé PTAC (Plastid Transcriptionally Active 
Chromosome) dans lequel sont retrouvées les deux protéines WHIRLY, suggérant qu’elles 
pourraient être impliquées dans la transcription chloroplastique. De plus, un possible rôle 
dans la biogénèse chloroplastique leur a été prêté, notamment chez le maïs. Dans cette 
étude, nous avons donc cherché à vérifier l’implication des protéines WHIRLY dans la 
biogénèse chloroplastique par une approche génétique de croisements entre les mutants 
sig6 et why1why3. 
Pour cela, nous avons isolé des doubles mutants sig6why1 et sig6why3, ainsi qu’un 
triple mutant sig6why1why3. À l’aide d’une caractérisation phénotypique et de la 
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quantification de quelques protéines chloroplastiques, nous avons remarqué que la perte 
d’un des WHIRLY permet de complémenter le phénotype de cotylédons pâles du mutant 
sig6 et favorise l’expression normale de protéines en principe sous-exprimées dans le 
mutant sig6. Toutefois, la perte des deux WHIRLY ne permet pas de compenser le 
phénotype de cotylédons pâles et provoque l’apparition d’un phénotype persistant associé 
à une expression anormale des protéines chloroplastiques. Ces résultats ne peuvent être 
expliqués par le rôle des WHIRLY dans le maintien de la stabilité génomique 
chloroplastique étant donné que le triple mutant sig6why1why3 présente moins de 
réarrangements que le double mutant why1why3. Finalement, nous montrons que les 
effets de la perte d’un WHIRLY sur le mutant sig6 peuvent être mimés par l’utilisation de la 
rifampicine, une drogue inhibant l’ARN polymérase chloroplastique de type bactérienne 
(PEP). 
Ensemble, ces résultats démontrent donc l’implication des protéines WHIRLY 
chloroplastiques dans la biogénèse chloroplastique en association avec la protéine SIG6. 
Nous proposons un modèle selon lequel les deux protéines WHIRLY permettraient de 
favoriser l’activité de l’ARN polymérase de type bactérienne, notamment lors du 
développement du chloroplaste photosynthétique. En cas d’absence d’une des deux 
protéines, cette diminution partielle d’activité de la PEP favoriserait la mise en place d’un 
mécanisme de complémentation par le NEPs, permettant finalement de rétablir la 
biogénèse chloroplastique dans un mutant sig6. En l’absence des deux WHIRLY, le 
mécanisme de complémentation par les NEPs serait incapable de compenser la forte 
inhibition de la PEP, se traduisant par une aggravation du retard de développement du 
chloroplaste dans le mutant sig6. 
 





The autotrophic lifestyle of plants relies entirely on the integrity of chloroplasts and 
particularly on their biogenesis. Chloroplast gene transcription, performed by a Plastid-
Encoded Polymerase (PEP) and two Nuclear-Encoded Polymerases (NEPs), is one of the key 
steps during the development of photosynthetic chloroplast. There are 3 classes of genes, 
one transcribed by PEP alone (class I), one by both PEP and NEPs (class II), and the third by 
NEPs alone (class III). To carry out transcription, PEP associates with plastid sigma factors 
including the general sigma factor SIG6. sig6 mutants have a pale cotyledon phenotype, a 
severe decrease in class I gene transcription and a reduction in the level of class I proteins. 
 In our laboratory, we study the role of the two plastid WIHRLY proteins (WHY1 and 
WHY3) in maintaining plastid genome stability. However, little is known about any role 
these proteins may play in transcription or chloroplast biogenesis. It seems likely they are 
involved in plastid gene transcription since they are found in the Plastid Transcriptionally 
Active Chromosome (PTAC). Moreover, they have been implicated in chloroplast 
biogenesis in maize. In this study, we verified the implication of these proteins in plastid 
biogenesis using a genetic approach in which we crossed a sig6 mutant with a why1why3 
mutant. 
 We isolated sig6why1 and sig6why3 double mutants and a sig6why1why3 triple 
mutant. Using a phenotypic characterisation and quantification of some plastid proteins, 
we show that loss of one of the two Why genes complements the sig6 pale cotyledon 
phenotype and allows a more normal pattern of expression of plastid proteins that are 
under-expressed in the sig6 mutant. However, we also show that loss of the two Why 
genes does not alleviate the sig6 phenotype. Moreover, the triple mutant shows a second 
pale phenotype on true leaves, and the plastid protein expression pattern is abnormal 
compared to either sig6 or wild type plants. Those results cannot be explained by the role 
of WHIRLY proteins in plastid genome stability since the triple mutant shows fewer plastid 
genome rearrangements than the why1why3 mutant. Finally, we show that inhibition of 
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the PEP polymerase using rifampicin elicits the same complementation of the sig6 
phenotype as the loss of one of the two WHIRLY. 
 Together, these results show the implication of WHIRLY proteins in plastid 
biogenesis in association with SIG6. We propose a model in which WHIRLY act as activators 
of PEP activity, particularly during the chloroplast biogenesis. Therefore, the absence of 
one of the WHIRLY would cause a weak inhibition of PEP, facilitating the set-up of a rescue 
mechanism by NEPs and, consequently, allowing the complementation of plastid 
biogenesis in the sig6 mutant. However, the absence of the two WHIRLY proteins would 
cause a strong inhibition of PEP, and the inability of the rescue mechanism by NEPs to 
compensate for this strong inhibition, resulting in a more severe phenotype in the sig6 
mutant. 
 
Keywords : SIG6, WHIRLY, chloroplast, transcription, PEP, plastid biogenesis, rifampicin 
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Le mode de vie autotrophique des plantes repose entièrement sur l’intégrité du 
chloroplaste et sur sa capacité à effectuer la photosynthèse, en transformant le carbone 
inorganique en carbone organique. Toutefois, le passage d’un plaste vers un chloroplaste, 
capable d’effectuer efficacement la photosynthèse, peut être parfois compromis par 
certains facteurs environnementaux, tels que l’ensoleillement, la température ou la 
présence de nutriments, ou bien intrinsèques, tels que des facteurs génétiques. 
Le plaste, en tant qu’organelle semi-autonome possédant son propre génome, doit 
donc effectuer, en concertation avec le noyau, différents processus lui permettant de 
mettre en place les structures indispensables à la photosynthèse. Ces étapes vont de la 
division à la régulation de l’efficacité photosynthétique, en passant par la transcription et 
la traduction de ses gènes. 
 
1.2. Le chloroplaste 
1.2.1. Le chloroplaste des plantes 
 
a- Origine, diversité et fonctions. 
Dans les cellules végétales, il existe deux types d’organelles : les mitochondries, 
également présentes chez les cellules eucaryotes animales, et les plastes, uniquement 
présents chez les cellules eucaryotes végétales. Les plastes, tout comme les mitochondries, 
sont originaires d’une endosymbiose. Une cellule ancestrale eucaryote, abritant déjà des 
mitochondries, aurait phagocyté une cyanobactérie ancestrale il y a environ 1.5 milliards 
d’années (Dyall et al., 2004). Celle-ci aurait ensuite évolué jusqu’à, de nos jours, devenir un 
plaste. Cette hypothèse fut avancée pour la première fois par Mereschkowsky en 1905 
(Traduction anglaise dans (Martin and Kowallik, 1999)). 
 
Il existe plus d’une douzaine de variétés de plastes dans la plante. Ainsi, on 




méristématiques, des chloroplastes, lieu de la photosynthèse, ou encore des étioplastes, 
chloroplastes non différenciés en l’absence de lumière (Wise, 2006).  Cette diversité 
reflète les diverses fonctions des plastes, allant du stockage de l’amidon à la coloration des 
fruits, en passant par le gravitropisme (Wise, 2006; Inaba and Ito-Inaba, 2010). 
 
Le type de plaste le plus connu est sans doute le chloroplaste. Sa fonction 
principale et majoritairement connue est la photosynthèse. Ainsi, en effectuant cette 
réaction photo-chimique, les chloroplastes permettent de maintenir le mode de vie 
autotrophe des plantes. Néanmoins, l’importance des chloroplastes ne se limite pas à 
cette fonction photosynthétique, du moins pour les plantes vasculaires. En effet, une 
étude a montré que sur 323 gènes dont la mutation mène à une mort embryonnaire chez 
la plante modèle Arabidopsis thaliana, 108 d’entre eux encodent des protéines 
chloroplastiques (Hsu et al., 2010). Cela souligne donc l’importance que peuvent avoir les 
chloroplastes pour le développement de la plante, et notamment dans l’embryogénèse. 
 
b- Le génome chloroplastique 
Le chloroplaste étant originaire d’une cyanobactérie ancestrale, il possède son 
propre génome. Celui-ci contient environ 80 à 100 gènes mais ce chiffre peut varier selon 
les espèces (Green, 2011). Il a une taille d’environ 140 000 paires de bases. En 
comparaison, le génome d’une cyanobactérie telle que Synechocystis a une taille de 
3 573 470 paires de bases et contient 3168 gènes (Martin and Herrmann, 1998). Ces 
différences de taille et de quantités de gènes entre le génome cyanobactérien et 
chloroplastique s’expliquent par un transfert massif des gènes chloroplastiques vers le 
génome nucléaire. Suite à l’endosymbiose, ce transfert à commencer à s’opérer de 
manière fréquente et par gros fragments d’ADN, provoquant la réduction de la taille du 
génome chloroplastique (Martin, 2003). Ceci explique également le fait qu’on estime entre 
2000 et 5000 le nombre de protéines contenues dans le chloroplaste (Martin and 




protéines. Ainsi, on estime qu’aujourd’hui le chloroplaste encode entre 1 et 5% seulement 
des protéines qu’il contient (Martin and Herrmann, 1998). 
 
Le génome chloroplastique encode principalement des protéines impliquées dans 
la transcription ou la traduction de ses gènes ainsi que quelques protéines de la chaîne de 
transport des électrons et impliquées dans la photosynthèse (Martin and Herrmann, 1998; 
Green, 2011). Le génome nucléaire, quant à lui, encode des protéines impliquées dans 
divers mécanismes chloroplastiques tels que la transcription, la photosynthèse, le 
métabolisme des acides gras, la fixation du carbone ou encore la division chloroplastique. 
 
1.2.2. La biogénèse du chloroplaste 
Chez les dicotylédones, comme la plante modèle Arabidopsis thaliana, les cellules 
des vraies feuilles se développent de la base vers la pointe (Pyke et al., 1991; Donnelly et 
al., 1999). Les cellules non-différenciées, appelées cellules méristématiques, sont donc 
retrouvées à la base tandis que les plus différenciées (cellules palissadiques, épidermiques 
ou mésophylliennes) se retrouvent dans le reste de la feuille. Chez la plante modèle 
Arabidopsis thaliana, on estime que, dans les feuilles, chaque cellule du mésophylle 
contient environ 100 chloroplastes (Koniger et al., 2008). 
 
Au cours du développement de la plante, les proplastides, précurseurs des 
chloroplastes, sont, dans un premier temps, principalement retrouvés dans les cotylédons, 
puis, par la suite, dans les cellules méristématiques (Pogson and Albrecht, 2011). La 
différenciation du proplastide en chloroplaste suit le même schéma que la différenciation 
des cellules méristématiques en cellules du mésophylle ou cellules palissadiques. Cette 
différenciation se fait donc de la base vers le bout de la feuille. Ainsi, les proplastides, 
principalement retrouvés à la base de la feuille, dans les cellules méristématiques, se 
différencient en chloroplastes, retrouvés dans le reste de la feuille, dans les cellules du 




passant par un intermédiaire dans le noir, l’étioplaste (Leon et al., 1998; Gutierrez-Nava 
Mde et al., 2004; Pogson and Albrecht, 2011). La différenciation cellulaire et plastidique se 
fait également de la base vers la pointe chez les monocotylédones.  
 
Sept étapes distinctes sont considérées comme essentielles lors de la biogénèse 
chloroplastique : 1) la transcription des gènes nucléaires encodant des protéines 
chloroplastiques; 2) l’importation des protéines chloroplastiques; 3) la transcription et la 
traduction des gènes chloroplastiques; 4) l’assemblage ou la dégradation de protéines 
chloroplastiques; 5) la formation des thylakoïdes et la synthèse des pigments 
photosynthétiques; 6) la régulation de la transcription de gènes nucléaires par le 
chloroplaste; 7) la division du chloroplaste (Figure 1) (Pogson and Albrecht, 2011). Des 
problèmes qui viendraient perturber l’une de ces étapes peuvent causer, par conséquent, 
un retard dans la biogénèse chloroplastique. On remarque que la transcription des gènes 
chloroplastiques est l’une des étapes primordiales lors de la biogénèse du chloroplaste. Du 
fait que la biogénèse se fasse au niveau de la base de la feuille, il est donc logique de 
retrouver un taux de transcription chloroplastique plus prononcé dans les cellules situées à 







Figure 1 : Les sept étapes essentielles à la biogénèse des chloroplastes. Les explications de la 
Figure sont données dans le texte page 5. Figure traduite et tirée de (Pogson and Albrecht, 2011). 
 
 
1.3. La signalisation rétrograde du chloroplaste au noyau 
Bien que, comme nous l’avons vu précédemment, un transfert des gènes du 
chloroplaste vers le noyau a eu lieu, le chloroplaste n’a toutefois pas perdu tout contrôle 
sur l’expression de ces gènes. En effet, il existe un signal, appelé signal rétrograde, 
émanant du chloroplaste et permettant de réguler leur expression (revues dans (Nott et 
al., 2006; Fernandez and Strand, 2008)). Cette signalisation rétrograde peut avoir plusieurs 
origines et permet de coordonner l’expression des gènes nucléaires en fonction de la 
physiologie chloroplastique (quantité de lumière reçue, problème transcriptionnel ou 
traductionnel, etc.) 
  
La signalisation rétrograde par le « signal redox » concerne l’état d’oxydo-réduction 
de certains des composants de la chaîne de transport des électrons. Celui-ci peut varier en 




comme senseur de l’environnement lumineux afin de transmettre un signal au noyau 
(Bellafiore et al., 2005). La principale kinase impliquée dans ce mécanisme de signalisation 
est la kinase chloroplastique STN7 (Pesaresi et al., 2009; Pesaresi et al., 2010). Cette kinase 
permettrait, en cas de débalancement dans la stœchiométrie des photosystèmes, une 
réponse à court terme et à long terme. La réponse à court terme consiste en une 
modification rapide du niveau de protéines dans les photosystèmes et la réponse à long 
terme permet la modification  de l’expression de gènes photosynthétiques nucléaires 
(Pesaresi et al., 2009; Pesaresi et al., 2010). 
 
Un autre exemple de signalisation rétrograde peut trouver son origine des espèces 
réactives oxygénées (ROS) produites dans le chloroplaste. En effet, la chaîne de transport 
des électrons produit deux types de ROS qui peuvent être dommageables pour le 
chloroplaste et la cellule végétale, l’oxygène singulet 1O2 et le peroxyde d’hydrogène H2O2 
(Asada, 2006). Le premier est produit par le photosystème II tandis que le second est 
produit par le photosystème I. Lorsque la lumière augmente, le niveau de production de 
ces ROS augmente également. Ainsi, un mécanisme de signalisation permet au 
chloroplaste de réguler l’expression de protéines de détoxification des ROS encodées dans 
le noyau. Ces deux types de ROS agissent toutefois par deux mécanismes distincts.  
 
Le peroxyde d’hydrogène H2O2 est à l’origine d’une signalisation rétrograde du 
chloroplaste au noyau par l’intermédiaire des protéines tAPX (thylakoid ascorbate 
peroxydase) et sAPX (stroma ascorbate peroxydase) qui semblent jouer un rôle dans la 
transmission du signal vers le noyau (Maruta et al., 2010). Leur importance est démontrée 
mais leur fonctionnement est encore inconnu. 
 
L’oxygène singulet 1O2, quant à lui, signalise par l’intermédiaire des protéines 
EXECUTER. Ceci a été démontré par l’utilisation du mutant flu. Celui-ci accumule du 
PChilde (précurseur de la chlorophylle) dans le noir et produit une grosse quantité de 1O2 




Camp et al., 2003). Ce mutant a ainsi pu être utilisé dans un criblage génétique afin de 
trouver les protéines nécessaires à la transduction d’un signal du 1O2. En effet, l’absence 
de ces protéines empêche la mort de la plante lors d’un passage brusque à la lumière. Il a 
ainsi été montré que EXECUTER 1 et 2 sont les principales protéines impliquées dans la 
signalisation du 1O2 vers le noyau (Wagner et al., 2004; Lee et al., 2007). Un second 
criblage du même type a permis d’identifier les mutants soldat (singlet oxygen-linked 
death activator) qui permettent également de supprimer la mort de la plante reliée à la 
surproduction de 1O2 (Coll et al., 2009; Meskauskiene et al., 2009). Toutefois, il est 
intéressant de noter que, contrairement aux protéines EXECUTER1 et 2, les protéines 
SOLDAT8 et SOLDAT10 ne sont pas impliquées directement dans la signalisation rétrograde 
par l’intermédiaire du 1O2. Elles semblent plutôt être responsable d’un problème dans 
l’homéostasie protéique, provoquant ainsi un signal rétrograde vers le noyau et 
empêchant par la suite la mort causée par la signalisation du 1O2 (Coll et al., 2009; 
Meskauskiene et al., 2009). L’une de ces protéines (SOLDAT8) est la protéine SIG6, un 
facteur de transcription chloroplastique sur lequel nous reviendrons plus tard. 
 
Les tétrapyrroles, une famille de molécules comprenant entre autres l’hème ou la 
chlorophylle, sont également à l’origine d’une signalisation rétrograde. En effet, un défaut 
dans la voie de biosynthèse des tétrapyrroles cause la répression de certains gènes 
nucléaires, tel que LHCB1.2, encodant des protéines des photosystèmes I et II (Strand et 
al., 2003; Pontier et al., 2007). Ce mécanisme permettrait de réguler l’efficacité 
photosynthétique en fonction du niveau de chlorophylle contenu dans le chloroplaste. 
Cette voie de signalisation passerait notamment par une accumulation de la molécule Mg-
ProtoIX (Protoporphyrine-IX associée au Magnésium), précurseur de la chlorophylle, ainsi 
que par les protéines GUN (GUN2 à GUN5) qui sont des enzymes directement impliquées 
dans la voie de biosynthèse des tétrapyrroles (Susek et al., 1993; Larkin et al., 2003). 
Finalement, la signalisation rétrograde peut tirer son origine de l’homéostasie 
protéique du chloroplaste. Une bonne homéostasie protéique exige un bon niveau 




traduction des gènes chloroplastiques normales. Ainsi, si l’homéostasie protéique est 
compromise, un signal rétrograde du chloroplaste permet de réguler l’expression des 
gènes nucléaires. Par exemple, une mutation dans la machinerie d’importation des 
protéines dans le chloroplaste cause une répression des gènes nucléaires 
photosynthétiques (Kakizaki et al., 2009). Également, l’utilisation de drogues ciblant 
l’expression des gènes chloroplastiques, telles que la tagétitoxine ou la rifampicine, 
inhibiteurs de la transcription chloroplastique, ou encore la lincomycine ou 
l’érythromycine, inhibiteurs de la traduction chloroplastique, est également capable 
d’induire un changement transcriptionnel nucléaire (Rapp and Mullet, 1991; Sullivan and 
Gray, 1999; Woodson et al., 2012). Ces observations appuient donc l’existence d’une 
signalisation rétrograde en cas de problème au niveau de l’expression des gènes 
chloroplastiques. 
  
Les différentes voies de signalisation mentionnées plus haut semblent converger vers 
une seule et même protéine qui permettrait d’intégrer les signaux chloroplastiques vers le 
noyau. Cette protéine, GUN1, jouerait donc un rôle primordial dans la signalisation 
rétrograde (Koussevitzky et al., 2007). Toutefois, GUN1 étant strictement localisée dans le 
chloroplaste, il faut un relais moléculaire ou protéique pour acheminer le signal vers le 
génome nucléaire. Ce n’est que récemment qu’un groupe a mis en évidence le rôle du 
facteur de transcription PTM. Celui-ci est fixé sur la membrane externe du chloroplaste et, 
lors de la transduction du signal, est clivé, libérant ainsi son domaine N-terminal qui active 
la transcription du gène ABI4 par modification des histones (Sun et al., 2011). Finalement, 
la protéine ABI4 jouerait un rôle d’activateur ou de répresseur transcriptionnel dans le 









1.4. La transcription dans le chloroplaste 
1.4.1. Les ARN polymérases chloroplastiques 
Étant donné que le chloroplaste possède son propre génome, il se doit d’effectuer 
les principales fonctions associées à sa maintenance telles que la réplication, la réparation 
ou encore la transcription. Cette dernière est effectuée par des ARN polymérases 
chloroplastiques. Dans le chloroplaste, on retrouve trois ARN polymérases : une PEP, pour 
Plastid-Encoded Polymerase, et deux NEPs, pour Nuclear-Encoded Polymerases. Ces deux 
types d’ARN polymérases ont étés pour la première fois différenciées sur la base de leur 
sensibilité à la rifampicine, un antibiotique inhibant l’ARN polymérase bactérienne 
(Pfannschmidt and Link, 1994). 
 
La Plastid-Encoded Polymerase (PEP) est l’ARN polymérase encodée par le génome 
chloroplastique. Elle se compose de 4 sous-unités : α, β, β’ et β’’, de tailles respectives 38, 
120, 85 et 185 kDa (Liere and Börner, 2007). Ces quatre sous-unités sont encodées 
respectivement par les gènes chloroplastiques RPOA, RPOB, RPOC1 et RPOC2. Ces trois 
derniers sont transcrits sous forme d’opéron sur le génome chloroplastique. L’activité 
transcriptionnelle de la PEP est diminuée en présence de tagétitoxine ou de rifampicine, 
des inhibiteurs de la transcription bactérienne (Liere and Maliga, 1999; Kuhn et al., 2007; 
Liere et al., 2011). Ceci s’explique par l’homologie entre la PEP et l’ARN polymérase 
bactérienne (Severinov et al., 1996). Cette homologie est peu étonnante étant donnée 
l’origine endosymbiotique du chloroplaste. De plus, les promoteurs utilisés par la PEP sont 
similaires aux promoteurs bactériens du type σ70 chez E. coli et comprennent deux 
éléments : l’élément -35 (TTGaca) et l’élément -10 (TAtaaT) (Liere et al., 2011). On 
remarque finalement que cette ARN polymérase est déjà présente dans les graines 
d’Arabidopsis thaliana, avant même la germination de la plante, puisque l’ARN codant 





Les NEPs (Nuclear-Encoded Polymerase) sont des ARN polymérases encodées dans 
le génome nucléaire. Chez Arabidopsis, il en existe deux : RpoTmp (RNA polymerase 
Targeted to mitochondria and plastid) et RpoTp (RNA polymerase Targeted to plastid) d’un 
poids moléculaire d’environ 110 kDa. Le nombre de NEPs et leur localisation peuvent 
varier selon l’espèce (Liere et al., 2011). Elles sont de type phagique du fait de leur 
similarité avec l’ARN polymérase du bactériophage T3/T7 (Liere et al., 2011). RpoTp est 
strictement localisée dans le chloroplaste (Hedtke et al., 1999) tandis que RpoTmp est 
doublement localisée dans le chloroplaste et la mitochondrie (Hedtke et al., 2000). Les 
premières preuves de la présence de ces ARN polymérases proviennent du fait que la 
transcription chloroplastique n’est pas complètement abolie même en l’absence de la PEP 
(Krause et al., 2000). De plus, au moins deux ARN polymérases semblent coexister dans le 
chloroplaste, l’une sensible à la rifampicine ou la tagétitoxine et l’autre non (Pfannschmidt 
and Link, 1997; Sakai et al., 1998). Ces deux NEPs semblent avoir des fonctions 
redondantes (Hricova et al., 2006). Cependant, certains gènes chloroplastiques seraient 
préférentiellement transcrits par l’une des deux ARN polymérases sans que l’autre ne 
puisse compenser son absence (Swiatecka-Hagenbruch et al., 2008). Une mutation dans le 
gène encodant la polymérase RpoTp démontre l’importance de cette NEP dans la 
biogénèse chloroplastique ainsi que dans la prolifération des cellules du mésophylle 
(Hricova et al., 2006). Les NEPs sont, comme la PEP, déjà présentes dans les graines chez 
Arabidopsis thaliana (Demarsy et al., 2006). 
 
Il est intéressant de noter que les gènes encodant les sous-unités de la PEP sont 
sous le contrôle transcriptionnel des NEPs (Hajdukiewicz et al., 1997). En d’autres termes, 
ce sont les NEPs qui sont responsables de la transcription du gène RPOA et de l’opéron 
RPOB, PROC1 et RPOC2. En 2005, Hanaoka et al. proposèrent un modèle selon lequel l’ARN 
de transfert chloroplastique normalement chargé avec la glutamate (ARNtGlu), transcrit par 
la PEP, serait responsable du passage d’un mode de transcription majoritairement 
dépendant des NEPs, au début du développement du chloroplaste, à un mode 




les NEPs permettraient la transcription de la PEP qui, à son tour, favoriserait la 
transcription de l’ARNtGlu qui, en retour, inhiberait les NEPs. Toutefois, ce modèle est 
controversé.  En effet, d’une part, les deux types de polymérases, PEP et NEPs, sont 
retrouvées dans les graines, mettant ainsi en doute le fait que les NEPs soient les seules 
polymérases ayant une activité dans la transcription chloroplastique lors des premiers 
stades de développement (Demarsy et al., 2006). D’autre part, les NEPs semblent encore 
actives dans les feuilles matures, montrant ainsi que leur rôle dépasse la simple biogénèse 
chloroplastique (Zoschke et al., 2007). Finalement, il semblerait que plusieurs types d’ARNt 
puissent fixer les NEPs de manière non-spécifique (Liere et al., 2011). 
 
 
1.4.2. Les promoteurs chloroplastiques 
Les trois ARN polymérases présentes dans le chloroplaste ne transcrivent pas les 
mêmes gènes. En effet, les gènes chloroplastiques sont classés selon leur mode principal 
de transcription. On distingue donc les gènes de classe I, de classe II et finalement de 
classe III. 
 
Les gènes de classe I sont transcrits, dans un contexte normal, par la PEP 
exclusivement  (Hajdukiewicz et al., 1997). Ces gènes sont surtout impliqués dans la 
photosynthèse, tels que RBCL, PSAA, PSBA, PSAB, TRNE ou TRNV. Les gènes de classe II, 
quant à eux, peuvent être transcrits par les deux types de polymérases PEP ou NEPs 
(Hajdukiewicz et al., 1997). Ces gènes sont catégorisés comme des gènes de maintenance 
ou impliqués dans la transcription ou la traduction. On y retrouve la majorité des gènes 
chloroplastiques tels que ATPB, ATPE ou NDHC. Finalement, les gènes de classe III sont 
exclusivement transcrits par les NEPs (Hajdukiewicz et al., 1997). On y retrouve 





On remarque donc que la transcription du génome chloroplastique est un 
mécanisme bien coordonné avec des gènes assignés à un type d’ARN polymérase 
particulier. La raison de cette séparation des modes de transcription n’est toutefois pas 
connue. 
 
Récemment, une étude complète du transcriptome chloroplastique de l’orge 
commune (Hordeum vulgare) a été menée par Zhelyazkova et al. Cette étude avait pour 
but de séquencer les transcrits afin de comparer le transcriptome de chloroplastes de 
plantes de type sauvage avec celui de chloroplastes de plantes dépourvues de PEP 
(Zhelyazkova et al., 2012). Particulièrement, les auteurs ont vérifié quels étaient les sites 
d’initiation retrouvés sur les transcrits afin de déduire les promoteurs utilisés lors de la 
transcription. L’utilisation d’au moins 222 promoteurs NEPs-dépendants, en principe 
inutilisés dans la plante de type sauvage, a été observée dans les plantes dépourvues de 
PEP (Zhelyazkova et al., 2012). Les auteurs suggèrent que ces promoteurs pourraient être 
utilisés dans un contexte anormal comme, dans l’étude, en cas d’absence de la PEP 
(Zhelyazkova et al., 2012). Une autre étude de Schweer et al. en 2006 a également permis 
de constater que certains promoteurs de NEPs, non utilisés dans un contexte normal, 
pourraient permettre de restaurer la transcription chloroplastique dans un mutant sig6, 
dont l’activité de la PEP est déficiente (Schweer et al., 2006). Les auteurs ont nommé ces 
promoteurs des promoteurs SOS puisqu’ils interviennent uniquement dans le but de 
secourir la transcription des gènes chloroplastiques. Selon eux, les NEPs joueraient donc 











1.4.3. Les facteurs associés à la PEP 
a- Rôle des protéines PTACs 
La PEP se retrouve sous une forme soluble comprenant majoritairement les quatre 
sous-unités principales, mais se retrouve également sous une forme insoluble appelée TAC 
(Transcriptionally Active Chromosome) (Suzuki et al., 2004; Pfalz et al., 2006; Steiner et al., 
2011). Ce gros complexe, composé d’ADN, d’ARN ainsi que de multiples protéines est 
capable de transcription in vitro. Ces protéines sont susceptibles d’être impliquées dans le 
mécanisme transcriptionnel chloroplastique en association avec la PEP. 
 
Dans un premier temps, 13 protéines ont été identifiées par spectrométrie de 
masse (Suzuki et al., 2004). En plus des 4 sous-unités principales composant le cœur de 
l’ARN polymérase de type bactérienne, on retrouve entre autres les gyrases A et B, 
similaires aux topoisomérases bactériennes de type II, responsables du surenroulement 
négatif de l’ADN (Wall et al., 2004). Les mutations gyra et gyrb sont létales dès les 
premiers stades de développement. On retrouve également des superoxyde dismutases, 
impliquées dans la détoxification des ROS, une thioredoxine TRXZ, dont la mutation 
provoque un phénotype albinos associé avec une réduction du niveau des transcrits de 
Classe I (PEP-dépendants) (Arsova et al., 2010), et les protéines-kinases FLN1 et FLN2, qui 
semblent être des cibles de la thioredoxine TRXZ (Gilkerson et al., 2012). La présence de 
ces protéines dans le complexe TAC suggère donc l’importance de ces protéines dans la 
transcription ainsi que la biogénèse chloroplastique. Leur rôle spécifique en association 
avec la PEP n’est toutefois pas élucidé. 
 
Plus récemment, 18 protéines additionnelles ont été identifiées (Pfalz et al., 2006). 
Ces protéines ont été nommées PTAC1-18 pour (Plastid Transcriptionally Active 
Chromosome 1 à 18).  Bien que toutes ces protéines n’aient pas encore été étudiées afin 
de comprendre leurs rôles, diverses études ont déjà montré l’importance de certaines 




ptac12 présentent des phénotypes albinos ou un problème dans la biogénèse 
chloroplastique (Pfalz et al., 2006). Ces mutations provoquent également une diminution 
du niveau de transcription de gènes transcrits par la PEP. Elles semblent donc nécessaires à 
la transcription chloroplastique. Le mutant ptac3 présente également un phénotype 
albinos et une diminution du niveau de transcrits de Classe I (Yagi et al., 2012). Les auteurs 
suggèrent que cette protéine joue un rôle dans le processus d’élongation de la 
transcription. Le mutant ptac4 possède également un phénotype albinos ainsi qu’une 
diminution de la photosynthèse (Zhang et al., 2012). Toutefois, ce phénotype proviendrait 
d’un défaut de formation des thylakoïdes lors de la biogénèse. À savoir si cette protéine 
possède un rôle direct dans la transcription chloroplastique reste une question sans 
réponse. La protéine PTAC16 pourrait servir de lien entre l’état d’oxydo-réduction des 
composantes de la chaîne de transport, signal capté par la kinase STN7 (voir la 
signalisation rétrograde), et la régulation de l’expression du génome chloroplastique dans 
l’acclimatation à long-terme aux changements lumineux (Ingelsson and Vener, 2012). La 
protéine PTAC14 semble également jouer un rôle important dans l’activité de la PEP (Gao 
et al., 2011). Plus récemment, le rôle de la protéine PTAC7 dans la transcription 
chloroplastique a également été étudié (Yu et al., 2012). Le mutant tac7 montre ainsi, 
comme les autres mutants précédemment mentionnés, un phénotype albinos et une 
réduction des transcrits de Classe I, suggérant un rôle essentiel de PTAC7 dans la 
transcription PEP-dépendante. 
 
Bien que certaines protéines identifiées par Pfalz et al. en 2006 semblent jouer un 
rôle important dans la transcription chloroplastique, beaucoup de ces protéines restent 
non étudiées. D’autres, comme les protéines PTAC1 et 11, ont été intensément étudiées 
pour divers rôles autres que dans la biogénèse ou la transcription chloroplastique. Ainsi, 
les mutants ptac1 (why1) et ptac11 (why3) semblent normaux bien que le double mutant 
why1why3 présente un phénotype de variégation associé avec une morphogénèse 
anormale des chloroplastes (Maréchal et al., 2009). Ce phénotype proviendrait du rôle des 




chloroplastique. En 2008 toutefois, une étude chez le maïs semblait indiquer le rôle 
essentiel de la protéine WHY1 dans la biogénèse chloroplastique (Prikryl et al., 2008). 
 
Récemment, une étude réduit le nombre de protéines indispensables pour l’activité 
de la PEP à 10 en purifiant uniquement l’activité ARN polymérase dans l’extrait protéique 
des chloroplastes (Steiner et al., 2011). Ces protéines sont 2 superoxydes dismutases 
(SOD2 et SOD3), FLN1, PTAC2, PTAC3, PTAC6, PTAC10, PTAC12, PTAC14 et la thioredoxine 
TRXZ. Les auteurs leur attribuent le nom de PAPs (PEP-Associated Proteins). Ils montrent 
ainsi que ces mutants présentent tous un phénotype albinos et sont incapables de pousser 
sans un apport de sucrose. Selon les auteurs, l’absence de l’une ou l’autre de ces protéines 
empêcherait la formation et l’assemblage du complexe PEP/PAP, résultant finalement en 
l’inactivité de la PEP dans les chloroplastes (Steiner et al., 2011). Cela provoquerait 
finalement l’apparition du phénotype albinos et la diminution des transcrits de Classe I 
dans les mutants. 
 
b- Rôle des facteurs sigmas 
En plus des protéines précédentes, associées à la PEP, un certains nombres de 
facteurs sigmas sont également retrouvés en association avec la PEP. Chez Arabidopsis 
thaliana, on retrouve 6 facteurs sigmas différents notés SIG1-6. Ces facteurs sont similaires 
aux facteurs σ70 retrouvés chez E. coli (revues dans (Lysenko, 2007; Schweer et al., 2010a)).  
 
Ces facteurs sigmas possèdent deux principales régions : une région C-terminale, 
conservée entre les six facteurs sigmas et homologue aux facteurs σ70 bactériens, et une 
région N-terminale non conservée entre les différents facteurs sigmas et non retrouvée 
chez les facteurs σ70 (Figure 2). La région conservée comporte différents domaines : deux 
domaines permettant la fixation à l’ARN polymérase (domaine 2.1 et 3), un domaine de 
formation d’un cœur hydrophobe (2.2), un domaine de désappariement de l’ADN (2.3), un 




permettant la reconnaissance du motif -35 (4.1 et 4.2) (Liere et al., 2011). Ces facteurs sont 
encodés dans le noyau puis ciblés au chloroplaste. Il est toutefois intéressant de noter que 
le facteur SIG5 est retrouvé également dans la mitochondrie malgré l’absence de PEP dans 
celle-ci (Yao et al., 2003). Également, chez le maïs, un facteur sigma semble ciblé aux 
chloroplastes ainsi qu’aux mitochondries (Beardslee et al., 2002). Le rôle mitochondrial de 
ces facteurs n’est pas encore élucidé bien que certains auteurs suggèrent qu’ils pourraient 
servir de facteurs de transcription en association avec les NEPs retrouvées dans les 
mitochondries (Beardslee et al., 2002; Liere et al., 2011). 
 
 
Figure 2: Représentation schématique des facteurs sigma 1-6 chloroplastiques chez Arabidopsis 
thaliana et des facteurs de type σ70 bactérien. La région conservée en C-terminal est en gris foncé, 
la région non conservée en N-terminal est en beige et le peptide de transit (TP) est indiqué en gris 
pâle. Les sites de phosphorylation potentiels sont indiqués par une barre surmontée d’un P. La 
taille, en acides aminés, des protéines est indiquée à leur droite sauf pour les facteurs de type σ70 
bactérien. Figure tirée et modifiée de (Schweer et al., 2010a). 
 
Les facteurs sigmas jouent trois rôles principaux dans le chloroplaste : assurer une 
spécificité de promoteurs pour un lot de gènes particuliers par l’association entre un 




environnementaux pour la modulation de l’expression des gènes chloroplastiques, et, 
finalement, permettre la biogénèse chloroplastique. Toutefois, tous les facteurs sigmas 
n’assurent pas les trois fonctions précédemment mentionnées. Ainsi, le facteur SIG6 est 
principalement impliqué dans la biogénèse chloroplastique et la transcription générale dès 
les premiers stades de développement (Ishizaki et al., 2005). Par la suite, il jouerait un rôle 
de facteur de spécificité pour, entre autres, les gènes ATPB ou ATPE (Loschelder et al., 
2006). Le facteur SIG2 semble également impliqué dans la biogénèse chloroplastique et la 
transcription de certains gènes par la suite (Kanamaru et al., 2001). Les facteurs SIG3 et 
SIG4, quant à eux, sont impliqués dans la transcription de gènes particuliers (e.g. NHDF 
pour SIG4 (Favory et al., 2005), PSBN pour SIG3 (Zghidi et al., 2007), bien qu’un rôle de 
SIG3 et SIG4 dans la biogénèse chloroplastique soit suggéré par leur expression tôt dans le 
développement (Privat et al., 2003; Ishizaki et al., 2005). La protéine SIG5 joue 
principalement un rôle d’intégration de signaux environnementaux et de régulation de la 
transcription en cas de stress chloroplastique (Nagashima et al., 2004). Finalement, le 
facteur SIG1 permet une adaptation en cas de changements lumineux ou en réponse à des 
phytohormones, mais est également responsable de la transcription spécifique du gène 
PSAA (Tozawa et al., 2007; Hanaoka et al., 2012).  
 
On remarque donc que chacun des facteurs sigma semble avoir un rôle spécifique. 
Toutefois, il semble que les facteurs peuvent contrebalancer la perte d’un d’entre eux. 
Schweer et al. suggèrent que, en l’absence de la protéine SIG6, un autre facteur sigma 
pourrait être utilisé pour permettre de restaurer la transcription des gènes en principe pris 
en charge par le facteur SIG6 (Schweer et al., 2006). 
 
Les facteurs sigmas peuvent être eux-mêmes régulés par d’autres protéines. Cette 
régulation peut se faire par interaction protéique ou par phosphorylation. Par exemple, la 
protéine SIB1 (SIgma factor-Binding protein 1) interagit avec le facteur SIG1 et serait un 
régulateur négatif de son activité (Xie et al., 2010). La phosphorylation par des protéines 




sigmas. Au moins deux kinases en sont responsables : cpCK2 (chloroplast Casein Kinase 2) 
et CSK (Chloroplast Sensor Kinase). Le facteur SIG1, par exemple, peut être phosphorylé 
par ces deux kinases, ce qui entraîne la diminution de la transcription du gène PSAA par la 
PEP associée à SIG1, mais est sans impact sur la transcription du gène PSBA, pourtant lui 
aussi dépendant de la PEP-SIG1 (Puthiyaveetil et al., 2010; Shimizu et al., 2010). La 
protéine CSK est capable de s’autophosphoryler en réponse à un changement d’état 
d’oxydo-réduction des composants de la chaîne de transport des électrons, la rendant 
ainsi active. Elle phosphoryle ensuite la protéine cpCK2 ainsi que le facteur sigma SIG1 
(Puthiyaveetil et al., 2008; Puthiyaveetil et al., 2010). Cette régulation permet ainsi de 
moduler le niveau de photosynthèse entre les deux photosystèmes I et II en faisant varier 
la transcription des gènes PSAA et PSBA par la PEP en association avec SIG1. La kinase 
cpCK2 permet également la régulation du facteur sigma SIG6 (Schweer et al., 2010b). 
 
 
1.5. Le facteur sigma SIG6 
1.5.1. Structure et fonction de SIG6 
Dans cette étude, nous nous intéressons particulièrement au facteur sigma SIG6. Le 
gène SIG6 (AT2G36990) se compose de neuf exons séparés par huit introns. Il encode une 
protéine de 547 acides aminés ayant un poids moléculaire d’environ 62 kDa. Cette 
protéine, comme les autres facteurs sigmas, possède une région C-terminale conservée qui 
contient les domaines de liaison à l’ADN ainsi que les domaines de recrutement de l’ARN 
polymérase. La partie N-terminale, quant à elle, contient, entre autres,  le peptide de 
transit, permettant la localisation au chloroplaste (Figure 2) (Fujiwara et al., 2000).  
 
Le gène SIG6 est particulièrement exprimé lors des premiers stades de 
développement de la plante (Demarsy et al., 2006). Le facteur sigma SIG6 est, en fait, 
considéré comme un facteur sigma général lors de la biogénèse chloroplastique. En effet, 




Loschelder et al., 2006). De plus, l’ultrastructure chloroplastique, observée par microscopie 
électronique, montre une absence quasi-totale de thylakoïdes (Ishizaki et al., 2005) ainsi 
qu’une déficience en chlorophylle (Ishizaki et al., 2005; Chi et al., 2010). Le phénotype du 
mutant sig6 est visible sur les cotylédons dès la germination de la graine, puis disparaît 
après 5 jours (Ishizaki et al., 2005) ou perdure en laissant des cotylédons blancs 
(Loschelder et al., 2006) selon les lignées utilisées. Le phénotype est par contre limité à 
cette région car les premières vraies feuilles ne présentent aucun phénotype (Ishizaki et 
al., 2005; Loschelder et al., 2006). Les auteurs en concluent donc que le rôle du facteur 
sigma 6 dans la biogénèse chloroplastique se limite aux chloroplastes des cotylédons mais 
qu’un autre facteur sigma pourrait être utilisé dans la biogénèse chloroplastique dans les 
vraies feuilles. Ainsi, Loschelder et al. proposent un modèle dans lequel l’activité relative 
du facteur sigma 6 est importante aux premiers stades puis diminue ensuite, faisant place 
aux autres facteurs sigmas 1-5 et aux NEPs (Figure 3) (Loschelder et al., 2006). Toutefois, il 
conserve une activité durant le reste du développement de la plante, notamment afin 
d’assurer la transcription des gènes dépendants de la PEP en association avec SIG6 tel que 









Figure 3: Modèle schématisant l’activité relative de la protéine SIG6 en fonction du temps 
comparativement aux autres facteurs sigma ou aux NEPs. L’activité relative de la protéine SIG6 
est représentée en blanc tandis que l’activité relative des autres facteurs sigmas ou des NEPs est 
représentée en gris. Le rôle précoce correspond au rôle de la protéine SIG6 dans la biogénèse 
chloroplastique puis le rôle persistant correspond à son rôle dans la transcription de certains gènes 
tels que ATPB ou PSBA. Figure tirée, traduite et adaptée de (Loschelder et al., 2006). 
 
 
La protéine SIG6 permet donc la transcription générale des gènes chloroplastiques 
lors de la biogénèse chloroplastique. Toutefois, cette transcription à l’aide de SIG6 se 
limite aux gènes dépendants de la PEP (Classe I et Classe II). Ces gènes doivent donc 
posséder un promoteur de la PEP contenant les motifs -10 et -35 (Ishizaki et al., 2005). 
C’est par exemple le cas de gènes tels que RBCL, PSAA, PSBA, ATPB ou encore TRNE. Des 
analyses par immuno-buvardage de type Northern ont ainsi permis de montrer que, dans 
un mutant sig6, on observe une diminution générale de la quantité de transcrits 
chloroplastiques de Classe I (Ishizaki et al., 2005; Loschelder et al., 2006). Cela se traduit 
également par une diminution du niveau des protéines correspondantes dans le mutant 
sig6 (Woodson et al., 2012). Cette sous-expression revient toute fois à la normale après 8 
jours de développement et reste normale jusqu’à la fin du cycle de vie de la plante 
(Loschelder et al., 2006). Deux gènes présentent toutefois une différence tout au long du 
développement et de la vie de la plante : les gènes ATPB et ATPE. Ces gènes sont transcrits 




diminution de la quantité de transcrits même au-delà de la biogénèse chloroplastique 
(Loschelder et al., 2006). Cela souligne le double rôle de la protéine SIG6, dans un premier 
temps, dans la biogénèse chloroplastique (rôle précoce), puis, par la suite, dans la 
transcription de certains gènes (ATPB et ATPE) (rôle persistant) (Figure 3). 
 
La diminution de la transcription des gènes de Classe I ou II observée dans le 
mutant est toutefois compensée par l’apparition de nouvelles formes de transcrits de plus 
haut poids moléculaire (Loschelder et al., 2006). L’explication est fournie par Schweer et al. 
qui montrent que des promoteurs plus en amont du gène, appelés promoteurs SOS, 
peuvent permettre de transcrire plusieurs gènes à la fois et, ainsi, complémenter la perte 
des transcrits normaux (Schweer et al., 2006). Ces promoteurs sont utilisés par les NEPs. 
En partant plus en amont, ces promoteurs SOS NEPs-dépendants permettent la 
transcription de gènes, en principe transcrits à l’aide de promoteurs dépendants de la PEP, 
sous la forme d’un opéron. C’est par exemple le cas de RBCL, un gène de Classe I, qui, dans 
un mutant sig6 est exprimé sous la forme d’un transcrit de haut poids moléculaire dans 
lequel les transcrits pour ATPB ou ATPE sont également présents (Loschelder et al., 2006; 
Schweer et al., 2006). Ce mécanisme de compensation transcriptionnel dans le mutant 
sig6, commençant dès 4 jours de développement mais atteignant son maximum après 8 
jours, permettrait ainsi la disparition du phénotype de cotylédons pâles après 8 jours 
(Loschelder et al., 2006).  
 
Chez le mutant sig6, on observe une augmentation globale de la transcription des 
gènes de Classe III (NEP-dépendants) par rapport à une plante de type sauvage (Ishizaki et 
al., 2005; Loschelder et al., 2006). Emanuel et al. ont montré que, chez l’orge, une 
déficience en ribosomes chloroplastiques provoquait une augmentation de la transcription 
des gènes nucléaires des NEPs (RPOTP et RPOTPM) qui, à son tour, entraînait une 
augmentation du niveau de transcrits des gènes de Classe III (Emanuel et al., 2004). 
L’expression accrue des gènes RPOTP et RPOTPM serait vraisemblablement due à la 




sig6, le problème de transcription général dès les premiers stades de développement 
pourrait être à l’origine d’un signal rétrograde entraînant l’expression des NEPs et 
favorisant, par conséquent, l’augmentation de l’expression des gènes de Classe III. 
Récemment, Woodson et al. ont montré que, chez le mutant sig6, un signal 
rétrograde est envoyé au noyau afin de réguler l’expression des gènes nucléaires 
(Woodson et al., 2012). Les auteurs montrent donc que le mutant sig6 sous-exprime les 
PhANGs (Photosynthesis Associated Nuclear Genes), gènes nucléaires encodant des 
protéines impliquées dans la photosynthèse. Ainsi, des gènes tels que LHCB1.2, LHCB2.2 
ou RBCS2B sont sous-exprimés de deux à quatre fois comparativement à une plante de 
type sauvage (Woodson et al., 2012). Ce signal rétrograde semble intégré par la protéine 
GUN1 (voir plus haut) puisqu’un double mutant sig6gun1 abolit la signalisation rétrograde 
et continue de sous-exprimer les gènes chloroplastiques (Woodson et al., 2012). En 
examinant les résultats des expériences de micro-puces à ARN, permettant de comparer 
l’expression des gènes entre le mutant et la plante de type sauvage, on observe que le 
gène nucléaire encodant pour la NEP RpoTp semble être l’un des gènes les plus 
surexprimés dans le mutant sig6 (Table S6 dans (Woodson et al., 2012)). Ceci suggère donc 
qu’un signal rétrograde pourrait être généré dans le mutant sig6, permettant d’augmenter 
la quantité de NEP RpoTp présente dans le chloroplaste et, ainsi, favoriser la transcription 
des gènes de Classe III. Ceci permettrait aussi de compenser la transcription de l’ensemble 
des gènes de Classe I et II par l’utilisation de promoteurs SOS.  
 
1.5.2. Régulation de l’activité de SIG6 
Une étude a été réalisée en 2009 par Schweer et al. afin de vérifier l’impact de la 
portion N-terminal (région non conservée)  et C-terminal (région conservée) dans l’activité 
transcriptionnelle du facteur SIG6. Pour cela, les auteurs ont réintroduit les portions N-
terminal ou C-terminal de la protéine SIG6 dans un mutant sig6. Les auteurs ont ainsi 




du mutant sig6 ou pour permettre de complémenter la transcription, dans ce mutant, d’un 
des gènes chloroplastiques dépendants de SIG6, le gène PSBA (Schweer et al., 2009). De 
manière surprenante, il semble donc que la portion ne contenant pas le domaine de liaison 
à l’ADN soit malgré tout suffisante pour remplir la fonction de la protéine SIG6. Toutefois, 
lorsque les auteurs tentent de réintroduire la partie C-terminal seulement, ils observent un 
effet délétère sur les plantes, probablement dû à un effet compétiteur par rapport à 
d’autres facteurs sigmas, dont la portion en C-terminal est conservée. En plus de ne pas 
complémenter le phénotype, celui-ci semble se propager également aux feuilles 
subséquentes (Schweer et al., 2009). Également, on remarque un effet inhibiteur sur 
l’ensemble de la transcription chloroplastique. Les auteurs en concluent donc que la partie 
N-terminal du facteur SIG6 est importante et suffisante pour son activité transcriptionnelle 
sur certaines cibles de SIG6. Toutefois, il semble que cette portion seule de la protéine ne 
suffise pas à la complémentation de l’expression d’autres gènes tel que ATPB qui 
nécessiterait un facteur sigma 6 intact (N-terminal + C-terminal) pour être transcrit 
efficacement (Schweer et al., 2009). 
Ces résultats soulignent donc l’importance de la région non conservée du facteur 
SIG6 dans son activité en association avec la PEP. Deux raisons peuvent l’expliquer : elle 
peut contenir des sites de phosphorylation ou permettre l’interaction avec d’autres 
protéines, qui peuvent à leur tour modifier l’activité du facteur sigma 6. 
Tout d’abord, il a été montré qu’il existe de multiples sites de phosphorylation 
potentiels sur la protéine (Figure 2) (Schweer et al., 2010a). Schweer et al. ont vérifié 
chacun des sites et l’impact de leur phosphorylation sur l’activité de la protéine SIG6. Ils 
ont ainsi remarqué que trois sites de phosphorylation, tous situés dans la partie N-terminal 
et cibles de cpCK2 ou d’une autre kinase, ont un rôle majeur sur la fixation du facteur SIG6 
sur le promoteur du gène ATPB ainsi que sur sa transcription. En effet, la phosphorylation 
de ces sites semble nécessaire à l’activité transcriptionnelle de SIG6 dans le cas d’ATPB 
(Schweer et al., 2010b). Il est toutefois intéressant de noter que leur phosphorylation n’a 




PSBA ou son expression ne semblent pas affectées par la phosphorylation du facteur sigma 
6 (Schweer et al., 2010b). 
La partie N-terminal de la protéine SIG6 permet également l’interaction avec 
d’autres protéines tel qu’avec la partie C-terminal de la protéine DG1 (Delayed Greening 1) 
(Chi et al., 2010). Cette interaction a un impact sur la transcription des gènes 
chloroplastiques puisqu’un double mutant sig6dg1 présente un sévère phénotype de 
cotylédons et de vraies feuilles albinos ainsi qu’une diminution prononcée des transcrits de 
Classe I ou II. Il est également intéressant de remarquer que la surexpression de la partie 
C-terminal de DG1 dans une plante de type sauvage, agissant comme dominant négatif, 
provoque l’apparition d’un phénotype de cotylédons pâles ainsi qu’une chlorose limitée à 
la partie inférieure des jeunes feuilles (Chi et al., 2010). La surexpression de SIG6 dans un 
mutant dg1 permet la complémentation du phénotype de cotylédons pâles de dg1 mais 
pas son phénotype de chlorose sur les vraies feuilles (Chi et al., 2010). Les auteurs 
suggèrent que l’interaction entre les deux protéines est importante dans la transcription et 
la biogénèse chloroplastique dans les cotylédons uniquement et non dans les vraies 
feuilles. Toutefois, la non complémentation du phénotype de chlorose des vraies feuilles 
en présence de SIG6 mais en l’absence de DG1 peut également suggérer que la présence 
des deux protéines SIG6 et DG1 et leur interaction est importante dans la biogénèse 
chloroplastique au niveau des vraies feuilles. Cela est également corroboré par la présence 
de ce phénotype dans une plante exprimant le dominant négatif C-terminal de DG1, 








1.6. Les protéines WHIRLY chloroplastiques 
1.6.1. Structure des protéines WHIRLY chloroplastiques 
Chez Arabidopsis thaliana, on retrouve trois membres de la famille des protéines 
WHIRLY. WHY1 et WHY3 sont localisées au chloroplaste et une autre, WHY2, à la 
mitochondrie (Krause et al., 2005). Il semblerait que la protéine WHY1 localise également 
au noyau (Grabowski et al., 2008; Isemer et al., 2012). Les protéines WHY1 et WHY3 
partagent 78% d’identité. Ces protéines sont capables de fixer l’ADN simple-brin de 
manière non-spécifique et de le protéger contre les nucléases (Cappadocia et al., 2010; 
Cappadocia et al., 2012). Elles sont également capables de déstabiliser l’ADN double-brin 
(Cappadocia et al., 2010). Ces protéines forment des tétramères grâce à l’interaction entre 
leurs résidus Lysine à la position 67 (Desveaux et al., 2005; Cappadocia et al., 2012). Cette 
tétramérisation semble importante pour leur fonction in vivo. De plus, il a été montré que 
ces tétramères peuvent s’agencer en hexamères, formant alors un 24-mère en forme de 
boule dont le cœur est vide (Cappadocia et al., 2012). Toutefois, la fonction de cet 
arrangement n’est pas connue à l’heure actuelle. 
 
1.6.2. Rôle dans le maintien de la stabilité génomique chloroplastique 
Le rôle le mieux caractérisé des protéines WHIRLY concerne l’implication de WHY1 
et WHY3 dans le maintien de la stabilité génomique du chloroplaste. En effet, de par leur 
capacité de fixation et de protection de l’ADN simple-brin, ces protéines sont capables de 
prévenir l’apparition de réarrangements génomiques chloroplastiques (Cappadocia et al., 
2010; Cappadocia et al., 2012). Suite à l’apparition d’un bris double-brin dans le génome 
chloroplastique, des protéines permettent la réparation de ces bris. Cette réparation peut 
être conservatrice (e.g. par recombinaison homologue) ou non conservatrice (e.g. MMBIR). 
Le MMBIR (Microhomology-Mediated Break-Induced Replication) est une recombinaison 
non-homologue suite à l’apparition d’un bris double-brins par appariement de séquences 
de micro-homologies (Maréchal et al., 2009). Les protéines WHY1 et WHY3 sont capables 




conséquemment, de défavoriser les mécanismes de réparation non-homologues 
(Maréchal et al., 2009; Cappadocia et al., 2010; Cappadocia et al., 2012). On remarque 
donc qu’un double mutant why1why3 présente un niveau de réarrangements génomiques 
chloroplastiques plus élevé qu’une plante de type sauvage (Maréchal et al., 2009). Cela a 
également un impact sur son phénotype puisque 5% des plantes présentent un phénotype 
de variégation associé à une ultrastructure anormale des chloroplastes (Maréchal et al., 
2009). Les auteurs suggèrent également que WHY1 et WHY3 ont un rôle redondant dans le 
maintien de la stabilité génomique. Ce mécanisme de réparation peut également être 
assuré avec l’aide d’autres protéines telle que l’ADN polymérase chloroplastique POLIB 
(Parent et al., 2011). 
 
1.6.3. Autres rôles des protéines WHIRLY chloroplastiques 
En plus de ce rôle bien caractérisé, les protéines WHIRLY chloroplastiques semblent 
également posséder divers rôles dans la cellule. Des études suggèrent qu’elles joueraient 
un rôle de facteur de transcription nucléaire. Ainsi, elles permettraient la transcription du 
gène nucléaire PR10a (Pathogenesis-Related 10a), et seraient donc impliquées dans les 
mécanismes de défense contre les pathogènes (Desveaux et al., 2000; Desveaux et al., 
2004; Desveaux et al., 2005). Également, elles permettraient la répression 
transcriptionnelle du gène KP1 (Kinesin Protein 1). La fonction de cette répression est 
toutefois inconnue. 
 
Les protéines WHIRLY chloroplastiques semblent également impliquées dans le 
métabolisme de l’ARN. Une étude suggère en effet que la protéine WHY1 du maïs (unique 
protéine de la famille Whirly dans les chloroplastes chez Zea mays) jouerait un rôle non 
essentiel dans l’épissage de l’intron de type II de l’ARN AtpF (Prikryl et al., 2008). Les 
auteurs proposent également que la protéine WHY1 pourrait jouer un rôle dans la 
biogénèse des composants de la machinerie de traduction chloroplastique comme l’ARN 




chloroplastique (Prikryl et al., 2008). Finalement, bien que les auteurs éliminent la 
possibilité qu’un rôle de WHY1 dans la transcription puisse être à l’origine du défaut de 
biogénèse chloroplastique, les résultats de leur étude laissent planer le doute puisque 
l’abondance de plusieurs ARN messagers chloroplastiques semble varier dans les mutants 
why1 (Prikryl et al., 2008). 
 
Comme nous l’avons vu plus haut, les protéines WHY1 et WHY3 sont également 
retrouvées dans le PTAC, sous les noms respectifs de PTAC1 et PTAC11 (Pfalz et al., 2006). 
Leur rôle spécifique dans ce complexe transcriptionnel chloroplastique n’est toutefois pas 















1.7. Projet de recherche 
Afin de mieux comprendre et caractériser le rôle des protéines WHIRLY dans le 
chloroplaste, le laboratoire avait, dans le passé, réalisé un criblage double-hybride en 
levure afin de trouver les interacteurs protéiques de la protéine WHY1. Ainsi, ils avaient 
fusionné la protéine WHY1 avec le domaine de fixation à l’ADN de la protéine GAL, puis 
l’avait exprimé dans une souche de levure. Par la suite, une banque de plasmides 
contenant des séquences codantes pour des protéines d’Arabidopsis, fusionnées avec la 
séquence codante pour le domaine de trans-activation de la protéine GAL, avait été 
utilisée afin de trouver les protéines d’Arabidopsis susceptibles d’interagir avec la protéine 
WHY1 et permettre la survie des levures. Parmi les protéines identifiées dans le criblage, la 
protéine SIG6 est ressortie deux fois (résultats non publiés). L’un des clones encodait une 
protéine SIG6 complète, fusionnée au domaine de trans-activation de la protéine GAL, 
tandis que l’autre encodait seulement la partie C-terminale de la protéine SIG6 fusionnée 
au domaine de trans-activation de la protéine GAL. Ces résultats semblaient donc indiquer 
qu’il existait une interaction protéique entre les deux protéines SIG6 et WHY1. Toutefois, 
ces résultats n’ont jamais été reconfirmés par des expériences indépendantes en présence 
de contrôles. Ce résultat était intéressant compte tenu du rôle de la protéine SIG6 dans la 
biogénèse chloroplastique (Loschelder et al., 2006), et du rôle supposé de la protéine 
WHY1 dans la biogénèse chloroplastique chez le maïs (Prikryl et al., 2008). De plus, le rôle 
de la protéine SIG6 dans la transcription chloroplastique (Ishizaki et al., 2005; Loschelder et 
al., 2006), ainsi que le fait que les protéines WHIRLY soient retrouvées dans le PTAC, la 
partie transcriptionnellement active du chromosome chloroplastique (Pfalz et al., 2006) 
venaient également faire le lien entre ces deux protéines.  
 
À la lumière de ces considérations, l’objectif général de ce projet de recherche est 
donc de vérifier l’implication des protéines chloroplastiques WHY1 et WHY3 dans la 






Pour cela, nous avons établi trois buts spécifiques : 
 
1- Vérifier s’il existe une interaction génétique et/ou protéique entre les allèles SIG6 
et WHY1 ainsi que SIG6 et WHY3. Par l’intermédiaire de la caractérisation d’un 
mutant sig6 et de croisements génétiques des mutants why1, why3 et why1why3 
avec ce mutant, nous pourrons vérifier si les protéines WHY1 et WHY3 ont un 
impact sur le retard de biogénèse chloroplastique du mutant sig6. Également, une 
expérience de double-hybride en levure permettra de vérifier les résultats obtenus 
précédemment au laboratoire et de déterminer si la protéine SIG6 interagit avec 
les protéines WHY1 et/ou WHY3. 
 
2- Vérifier l’impact des mutations why1 et why3 sur l’expression des protéines 
chloroplastiques ainsi que des gènes nucléaires photosynthétiques lors de la 
biogénèse chloroplastique dans un mutant sig6. Par l’intermédiaire d’immuno-
buvardage de type Western ou de RT-PCR semi-quantitative, nous pourrons 
évaluer l’impact de la suppression des protéines WHY1 et/ou WHY3 sur 
l’expression des protéines chloroplastique et des gènes nucléaires 
photosynthétiques chez une plante de type sauvage et un mutant sig6. 
 
3- Comprendre le rôle des protéines WHIRLY dans la biogénèse chloroplastique en 
vérifiant le lien avec leur rôle dans le maintien de la stabilité génomique ou dans la 
transcription chloroplastique. La quantification de réarrangements génomiques 
chloroplastiques par PCR permettra de vérifier si les réarrangements causés par la 
perte des protéines WHIRLY peuvent avoir un impact sur le phénotype du mutant 
sig6. Également, un traitement à la rifampicine servira à évaluer l’impact d’une 



































2.1. Lignées mutantes utilisées 
Les lignées mutantes sig6-3 (notée sig6 dans le texte) (SAIL_645_F03) et sig6-1 
(SAIL_893_C09) (Ishizaki et al., 2005) dans Arabidopsis (Arabidopsis thaliana; écotype 
Columbia-0) ont été obtenues de l’Arabidopsis Biological Resource Center (ABRC). Les 
lignées why1 (SALK_099937), why3 (Seattle TILLING Projectet; il68D8) et why1why3 sont 
décrites dans Marechal et al., 2009.  
 
2.2. Conditions de culture des plantes 
Les graines ont été stérilisées en surface et semées sur terre ou dans des boîtes de 
pétri contenant du milieu Murashige et Skoog (MS) (Sigma-Aldrich) (4.3 g/L sels de 
Murashige et Skoog, 0.5 g/L de MES pH 5.7) complété avec 1% de sucrose et 0.75% d’Agar. 
Après 3 jours à 4°C dans le noir, les graines sont transférées à une température de 22°C et 
disposées à la lumière (100 µmol.m-2.s-1; 16 h de lumière / 8h de noir par jour). Dans le cas 
d’un traitement à la rifampicine (UsBiological), celle-ci est ajoutée directement dans le 
milieu MS, autoclavé et refroidi jusqu’à environ 55°C, à une concentration finale de 25, 
100, 500 ou 1000 mg/L. 
 
2.3. Croisements, génotypage et identification de l’insertion T-DNA dans le 
mutant sig6 
Pour le génotypage, les plantes sont cultivées pendant environ 15 jours sur terre. 
Une feuille de chacune des plantes est récoltée, puis l’ADN génomique total est extrait au 
CTAB (Cetyl trimethylammonium bromide) (Weigel and Glazebrook, 2002). Pour le 
génotypage des allèles SIG6 et WHY1, une PCR avec des amorces spécifiques aux allèles 
sauvages ou mutantes est réalisée selon le programme suivant : 95 °C pendant 5 min; 35 
cycles de 95 °C 30 s, 60 °C 30 s, 72 °C 45 s; 72 °C pendant 5 m. Pour l’allèle SIG6, les 
amorces 5’Sig6 et 3’Sig6 sont utilisées pour la réaction avec l’allèle sauvage, et l’amorce 
3’Sig6 est couplée avec l’amorce LB pour la réaction avec l’allèle mutante. Les séquences 




SIG6, le produit de PCR de la réaction mutante a été purifié sur gel, puis séquencé à la 
plateforme de génomique de l’IRIC.  
 
Pour l’allèle WHY1, les amorces 5’Why1 et 3’Why1 sont utilisées pour la réaction 
sauvage, et l’amorce 5’Why1 est couplée avec l’amorce SALK-LB pour la réaction mutante. 
Pour le génotypage de l’allèle WHY3, la PCR est réalisée avec des amorces DCAPS (derived 
cleaved amplified polymorphic sequences) W138FOR et W138REV avec le 
programme suivant : 94 °C 2 min; 5 cycles de 94 °C 30 s, 52 °C 45 s et 72 °C 30 s; 5 cycles de 
94 °C 30 s, 56 °C 45 s et 72 °C 30 s; 25 cycles de 94 °C 30 s, 60 °C 45 s et 72 °C 30 s; 72 °C 5 
min (Maréchal et al., 2009). Le produit est ensuite digéré avec l’enzyme de restriction  
MvaI (Fermentas), migré sur un gel d’agarose 3%, puis détecté par coloration au GelRed 
(Biotium). 
 
2.4. Microscopie confocale 
Les plantes de 4 jours sont montées entre des lames et lamelles puis observées 
avec un microscope confocal OLYMPUS FV300. L’excitation est réalisée avec un laser Argon 
à 488 nm. L’auto-fluorescence de la chlorophylle est détectée avec un filtre 660 nm LP. 
 
2.5. Quantification de la chlorophylle a et b 
Entre 10 et 20 mg de plantes sont récoltés, puis broyés pendant une minute dans 
un volume V de N,N-diméthylméthanamide (DMF) (environ 200 µL). L’homogénat est 
centrifugé durant 5 minutes à 14 000 RPM. L’absorbance du surnageant est mesurée à 
646.8 nm et 663.8 nm en utilisant le DMF pour le blanc. La formule utilisée pour la 
quantification de la chlorophylle a et b est adaptée de (Porra et al., 1989): 
            






La quantité de chlorophylle a et b (QChl a+b) est exprimée en mg.g
-1 (milligrammes de 
chlorophylle par gramme de plante), la masse de l’échantillon (m) en mg et le volume de 
DMF (V) en mL. 
 
2.6. Extraction des acides nucléiques 
L’ADN génomique total a été extrait d’environ 100 mg de plantes à l’aide d’un 
protocole au CTAB (Cetyl trimethylammonium bromide) (Weigel and Glazebrook, 2002). 
L’ADN est ensuite conservé à -20 °C jusqu’à utilisation. L’ARN total est isolé à partir de 100 
mg de plantes par la méthode d’extraction au TRIzol (Invitrogen) selon les instructions du 
manufacturier. Le culot d’ARN obtenu est resuspendu dans 20 µL d’eau traitée au DEPC 
(pyrocarbonate d’éthyle) afin d’éviter toute contamination à la ARNase, puis conservé à -
80 °C. Les ADNc sont synthétisés à l’aide du First-strand cDNA Synthesis Kit de Fermentas 
suivant les instructions du manufacturier. Les ADNc sont ensuite conservés à -20 °C jusqu’à 
utilisation. 
 
2.7. Extraction des protéines totales des plantes et Immuno-buvardage de 
type Western 
Les protéines sont extraites à l’aide d’une solution d’IPP (50 mM Tris-HCl pH 7.5, 
150 mM NaCl, 1 % NP-40, 0.5 % sodium deoxycholate et 1 tablette de Complete Protease 
Inhibitor (Roche)). Entre 30 et 60 mg de plantes sont récoltés et immédiatement congelés 
dans l’azote liquide. Les échantillons sont ensuite broyés dans 300 µL de solution d’IPP, 
puis centrifugés pendant 5 minutes à 14 000 RPM. Le surnageant est récupéré et conservé 
à 4 °C jusqu’à utilisation. Les extraits protéiques sont ensuite quantifiés en utilisant le BCA 
Protein Assay Kit de ThermoScientific-Pierce, en suivant les instructions du manufacturier.  
 
Pour l’immuno-buvardage de type Western, 20 µg de protéines totales sont 
mélangés avec un tampon de Laemmli 3 X (240 mM Tris-Cl pH 6.8, 6 % SDS, 30 % glycérol, 




Les échantillons sont chargés sur un gel SDS-PAGE à 9 % et mis à migrer à 150 V pendant 
environ 1h dans un tampon de migration (3.03 g/L Base Tris, 14.4 g/L Glycine, 1 g/L SDS). 
Les protéines sont ensuite transférées sur une membrane de nitrocellulose Hybond ECL 
Amersham (GE Healthcare) à 100 mA pendant 1 h, à l’aide d’un appareil de transfert semi-
sec (Bio-Rad), et d’un tampon de transfert (3.03 g/L Base Tris, 14.4 g/L Glycine, 20 % 
Methanol). Les membranes sont bloquées avec une solution de 5 % de lait écrémé, puis 
incubées une nuit entière à 4 °C avec les anticorps primaires dans 3 % BSA (Bovine Serum 
Albumine) selon les concentrations suivantes : α-RBCL (1:10 000) (polyclonal, N°R4404, 
Sigma-Aldrich), α-PSBA (1:10 000) (polyclonal, N°AS05084, Agrisera), α-PSAA (1:1000) 
(polyclonal, N°AS06172, Agrisera), α-ATPB (1:4000) (polyclonal, N°AS05085, Agrisera) et α-
PSAB (1:1000) (polyclonal, N°AS06166A, Agrisera). Les membranes sont finalement 
incubées avec les anticorps secondaires dans 3 % de lait écrémé à température pièce 
pendant 1 h, avec un anticorps dirigé contre les IgG de poulet (1:10 000) dans le cas d’α-
RBCL ou un anticorps dirigé contre les IgG de lapin (1:10 000) pour les autres anticorps 
primaires. La détection est réalisée à l’aide de l’ECL Advance Western Blotting Detection 
Kit de GE Healthcare, selon les instructions du manufacturier. Finalement, les bandes sont 
révélées sur films autoradiographiques Hyblot Cl™ (Denville Scientific Inc.) ou quantifiées à 
l’aide du ChemiDoc™ MP System (Bio-Rad) et du logiciel ImageLab. Un gel est également 
coloré au Bleu de Coomassie afin d’être utilisé comme contrôle d’équilibration. 
 
2.8. RT-PCR semi-quantitative 
Les expériences de RT-PCR semi-quantitatives ont été réalisées sur des ADNc 
synthétisés à partir d’ARN total extrait de plantes à 4 jours. Le programme de PCR utilisé 
est le suivant : 95 °C 2 min; X cycles de 95 °C 30 s, 60 °C 30 s et 72 °C 30 s; 72 °C 5 min. Le 
nombre de cycles utilisés (X) a été de 24 pour les gènes de la β-TUBULINE, LHCB1.2 et SIG6 
ou 18, 35 et 26 respectivement pour les gènes RBCS1A, LHCB2.2 et LHCB2.4. Afin de 
discriminer entre l’amplification de l’ADNc et de l’ADN génomique, en cas de 




côté d’un intron suffisamment grand dans le gène. Les amorces utilisées sont présentées 
au Tableau I. L’amplification de la β-Tubuline a été utilisée pour équilibrer la quantité 
d’ADNc utilisée pour l’amplification des gènes. 
 
2.9. Détection des réarrangements dans le génome chloroplastique 
L’ADN génomique total est extrait au CTAB d’environ 100 mg de plantes à 21 jours. 
La quantité d’ADN chloroplastique est équilibrée dans les extraits avec une PCR 
d’amplification de l’ADN du gène chloroplastique YCF2. La technique de détection des 
réarrangements ainsi que les amorces utilisées ont été précédemment décrites 
(Cappadocia et al., 2010). Brièvement, l’approche de PCR utilise des amorces face-à-face 
ou inversées, et espacées en moyenne d’une dizaine de kilobases. Les évènements de 
délétion permettent le rapprochement des amorces face-à-face et donc l’amplification 
d’un produit (Figure 4A). Également, un évènement de duplication ou de circularisation 
donne la possibilité d’amplifier un produit avec les amorces inversées (Figure 4B). Les 
produits de PCR obtenus sont ensuite migrés sur gel d’agarose 1 %. Les réactions sont 
réalisées en duplicata pour chacune des lignées présentées. Les quatre réactions 








Figure 4 : Stratégie de PCR utilisée pour détecter les réarrangements dans le génome 
chloroplastique. (A) Des amorces face-à-face et séparées d’en moyenne 10kb sont utilisées pour 
détecter les délétions dans le génome. (B) Des amorces inversées sont utilisées pour détecter les 
duplications ou les circularisations. Les flèches représentent les amorces. Les portions grises sur 
l’ADN représentent des micro-homologies. Les explications sur la production des réarrangements 
par les microhomologies sont données dans Maréchal et al., 2009. (Figure traduite et tirée de 
(Cappadocia et al., 2010)). 
 
 
2.10. Constructions des plasmides pour le Double-Hybride 
Les inserts correspondants aux séquences codantes, privées des peptides de transit 
chloroplastique, des gènes SIG6, WHY1 et WHY3 ont été amplifiés grâce aux amorces 
fournies au Tableau I sur les ADNc d’une plante de type sauvage. Ces amorces ajoutent un 
site de restriction pour l’enzyme de restriction NdeI en amont de la séquence codante, en 
plus d’un Strep-Tag dans le cas de SIG6, ou un site de restriction pour l’enzyme de 
restriction BamHI en aval. Les inserts ainsi que les plasmides pGBKT7 et pGADT7 
(ClonTech) sont ensuite digérés avec NdeI et BamHI (Fermentas), purifiés sur gel d’agarose 
1 %, puis extraits du gel. Les plasmides sont également déphosphorylés en 5’ avec la 
FastAP (Fermentas) pour éviter une recircularisation. Une réaction de ligation avec un 
rapport insert:plasmide de 3:1 est réalisée avec la T4 DNA Ligase (Fermentas). Trente ng de 
plasmide sont transformés dans des bactéries Escherichia coli compétentes de lignée 
DH5α, puis cultivées à 37 °C toute une nuit sur des boîtes de pétri contenant du milieu LB 




avec 1.5 % d’agar (BioShop) et 100 mg/L d’ampicilline (BioShop) dans le cas des cultures 
contenant le plasmide pGADT7 ou 50 mg/L de Kanamycine (Sigma) dans le cas des cultures 
contenant le plasmide pGBKT7. Les constructions sont ensuite extraites de cultures 
bactériennes liquides à l’aide d’une trousse d’isolation de plasmides (Feldan). 
 
2.11. Expérience de Double-Hybride en levure 
Le protocole utilisé pour la transformation de levure est décrit dans le Yeast 
Protocols Handbook (ClonTech). Brièvement, 0.1 µg de chacune des constructions est 
transformé, en présence de 0.1 mg d’ADN de sperme de hareng, dans une souche de 
levure pJ-69-4a (gracieusement fournie par le laboratoire du Dr. Pascal Chartrand). La 
souche, de génotype MATa trp1-901 leu2-3,112 ura3-52 his3-200 gal4 (supprimé) gal80 
(supprimé) LYS2::GAL1-HIS3 GAL2-ADE2 met2::GAL7-lacZ, est mutante pour les gènes 
permettant la synthèse de Leucine, Tryptophane et des protéines GAL4 et 80. Les gènes 
permettant la synthèse de l’Adénine et de l’Histidine sont sous le contrôle d’un promoteur 
dépendant de la protéine GAL. La souche est rendue compétente grâce à l’acétate de 
lithium (LiAc). Les levures transformées sont ensuite cultivées sur un milieu SD (Synthetic 
Drop-out) minimal sans Leucine (sélection pour pGADT7) et sans Tryptophane (sélection 
pour pGBKT7). La recette suivante est utilisée : 6.7 g/L base Azotée pour levure (Difco), 2 
g/L Synthetic Drop-Out -Leu-Trp (BioShop) ou 0.6 g/L SD-Leu-Trp-His-Ade (ClonTech), pH 
5.8, complétée avec 20 g/L d’Agar Bactériologique avant l’autoclave et 50 mL/L d’une 
solution de glucose à 40 % (concentration finale de 2 %) après refroidissement. Les boîtes 
de pétri sont incubées pendant 3 jours à 30 °C. Par la suite, une colonie de chacune des 
souches est striée sur un milieu minimal sans Leucine, Tryptophane, Histidine et Adénine. 
Les boîtes de pétri sont ensuite incubées pendant 4 jours à 30 °C. Les plasmides codant 
pour la protéine WHY1 fusionnée au domaine de liaison à l’ADN (pGBK-WHY1) ainsi qu’au 
domaine de trans-activation (pGAD-WHY1) sont co-transformés et utilisés comme 




(Cappadocia et al., 2010; Cappadocia et al., 2012). Deux expériences indépendantes ont 
été réalisées. 
 
2.12. Extraction de protéines totales des levures et Immuno-Buvardage de 
type Western 
Une colonie de levure transformée est repiquée et suspendue dans un milieu de 
culture liquide minimal sans Leucine et sans Tryptophane et laissée à pousser pendant 2 
jours à 30 °C. 1.5 mL de milieu est prélévé et les cellules sont récoltées par centrifugation à 
14 000 RPM pendant 15 secondes. Après avoir enlevé le surnageant, les cellules sont 
lavées 2 fois en les resuspendant dans 1 mL d’eau, puis en les centrifugeant. Finalement, le 
culot de cellules est resuspendu dans du Laemmli 1 X, puis chauffé 10 minutes à 98 °C.  La 
solution est chargée sur un gel SDS-PAGE à 12 %. Le protocole est ensuite le même que 
celui pour l’immuno-buvardage de type Western des protéines de plantes. Les anticorps 
primaires et secondaires utilisés sont les suivants : α-Strep (1:10 000) (monoclonal, 
27471001, GE Healthcare) dans 1 % BSA pour la protéine SIG6 et détection à l’aide d’un 
anticorps dirigé contre les IgG de souris (1:10 000); α-WHIRLY (1:4000) dans 3 % BSA pour 
les protéines WHY1 et WHY3 et détection à l’aide d’un anticorps dirigé contre les IgG de 















Tableau I : Liste des amorces utilisées dans l’étude. 
Gène Nom de l’amorce Séquence (5’ vers 3’) 




















































Amorces utilisées pour le clonage en double-hybride (le site de restriction inséré est indiqué 











































































































3.1. Caractérisation d’une nouvelle lignée sig6 mutante pour le facteur 
sigma 6. 
Afin de comprendre l’impact de l’absence de la protéine SIG6 sur le phénotype de 
la plante Arabidopsis thaliana, nous avions à notre disposition un mutant d’insertion sig6 
(SAIL_645_F03) provenant de l’Arabidopsis Biological Resource Center (ABRC). Ce mutant 
d’insertion a été généré par transformation d’une plante mère à l’aide d’Agrobacterium 
tumefaciens, permettant d’insérer un fragment d’ADN du plasmide Ti (T-DNA) dans le 
génome végétal et notamment dans les cellules germinales. Ainsi, les plantes de la 
seconde génération présente une mutation dans le gène dans lequel l’insertion du T-DNA 
s’est produite. La lignée mutante SAIL_646_F03 n’ayant pas encore fait l’objet d’une 
publication, il nous fallait donc la caractériser afin de vérifier si elle correspondait aux 
phénotypes habituellement observés chez les mutants sig6. Nous avons nommé ce mutant 
sig6-3 puisqu’il s’agit du troisième mutant sig6 identifié. 
Le gène SIG6 se compose de 9 exons séparés par 8 introns (Figure 5A). Afin 
d’obtenir un mutant homozygote sig6-3, nous avons effectué le génotypage de la 
descendance d’un hétérozygote sig6-3. Pour cela, des amorces de part et d’autre du site 
prédit d’insertion du T-DNA ont été utilisées dans une réaction PCR. Une plante 
homozygote mutante a pu ainsi être isolée (Figure 5B). Afin de vérifier le site exact 
d’insertion du T-DNA, nous avons fait séquencer le produit de la réaction mutante. 
L’insertion se situe dans le 3ème exon du gène SIG6, le côté gauche de l’insertion étant 
adjacent au 554ème nucléotide suivant le codon ATG de départ du gène (Figure 5A). Étant 
donné la présence du T-DNA directement dans la séquence codante pour la protéine SIG6, 
nous avons voulu vérifier si cette insertion provoquait bien l’absence d’expression du gène 
SIG6. Pour cela, une RT-PCR semi-quantitative a été réalisée en utilisant des amorces 
situées après le site d’insertion. On constate que l’ARN du gène SIG6 est absent 
puisqu’aucun produit n’est amplifié chez le mutant sig6-3 (Figure 5C). Cela suggère donc 




 Dans des études précédentes, il a été montré que les mutants sig6-1 et sig6-2 
présentent un phénotype de cotylédons pâles à 4 jours (Ishizaki et al., 2005; Loschelder et 
al., 2006). Afin de vérifier si la nouvelle lignée utilisée ici présente également ce 
phénotype, nous avons planté les mutants sur terre. On remarque qu’à 4 jours, la plante 
présente deux cotylédons pâles comparativement à une plante de type sauvage Col-0 
(Figure 5D). Ce phénotype est limité aux cotylédons puisque les premières vraies feuilles 
n’ont ensuite aucune différence comparativement à la plante de type sauvage, comme le 
montre une photo prise à 15 jours (Figure 5D). Afin de vérifier si cette pâleur 
s’accompagne d’une diminution de la chlorophylle dans les chloroplastes, nous avons 
observé les plantes à l’aide d’un microscope permettant de visualiser l’auto-fluorescence 
des chloroplastes. L’excitation se fait à l’aide d’un laser Argon à 488 nm et la visualisation, 
à l’aide d’un filtre 650 nm LP, ce qui permet d’observer l’auto-fluorescence émise par la 
chlorophylle. On remarque que l’auto-fluorescence détectée chez le mutant sig6-3 est très 
faible comparativement au signal observé chez la plante sauvage (Figure 5E). Ainsi, on en 
déduit que le mutant sig6-3 présente un manque de chlorophylle dès les premiers stades 
de croissance qui, compte tenu du phénotype, semble se résorber par la suite. 
En conclusion, nous avons montré ici que le mutant sig6-3, que nous noterons sig6 
dans le texte, est bien privé de l’expression du gène SIG6. Il présente également le 
phénotype typique des mutants sig6-1 et sig6-2 soit les cotylédons pâles à 4 jours, 
caractéristique d’un retard de biogénèse chloroplastique (Ishizaki et al., 2005; Loschelder 






Figure 5 : Caractérisation d’une nouvelle lignée sig6 mutante pour le facteur sigma 6. (A) 
Représentation schématique du gène Sig6. Les exons sont représentés par des carrés bleus et les 
introns par des lignes bleues pâles. Les carrés brun et rouge représentent respectivement les 
régions non-traduites en 5’ et en 3’. L’insertion T-DNA dans l’exon 3 est représentée par un triangle 
noir. Le côté gauche du T-DNA est noté LB. L’insertion se situe dans le 3ème exon du gène SIG6, le 
côté gauche de l’insertion étant adjacent au 554ème nucléotide suivant le codon ATG de départ du 
gène. Les têtes de flèches noires (b et b’) représentent les amorces utilisées pour la RT-PCR semi-
quantitative et les têtes de flèches rouges (a et a’) et vertes (LB) représentent les amorces utilisées 
pour le génotypage. La barre noire représente une longueur de 200 paires de bases. (B) 
Génotypage de la lignée sig6. La réaction de PCR pour le génotypage du gène a été effectuée avec 
les amorces pour la réaction sauvage (amorces a + a’) et la réaction mutante (amorces a + LB). (C) 
RT-PCR semi-quantitative pour l’expression du gène Sig6. La réaction de PCR est effectuée sur des 
ADNc avec les amorces b et b’. L’expression du gène de la β-TUBULINE est utilisée comme contrôle 
d’équilibration du niveau d’ARN total. (D) Phénotype à 4 et 15 jours de Col-0 et sig6. La barre 
blanche représente une taille d’environ 2 mm. (E) Auto-luminescence de la chlorophylle chez Col-0 




3.2. Croisement du mutant why1why3 avec le mutant sig6. 
Afin d’obtenir des mutants possédant la mutation sig6 associée aux mutations 
why1 et/ou why3, nous avons effectué un croisement entre les lignées mutantes 
why1why3 et sig6. Celui-ci est réalisé manuellement entre les deux mutants, puis les 
graines triples-hétérozygotes obtenues sont plantées pour permettre l’autofécondation. La 
descendance est replantée afin d’effectuer un génotypage. Pour cela, l’ADN des plantes 
obtenues est extrait puis, pour les gènes SIG6 et WHY1, une réaction de PCR est réalisée 
avec des amorces permettant l’amplification de l’allèle sauvage ou des amorces 
permettant l’amplification de l’allèle mutante. 
Pour le gène SIG6, on remarque que, chez les plantes Col-0 et why1why3, seules les 
amorces pour l’allèle sauvage permettent d’amplifier un produit (5’Sig6 + 3’Sig6) (Figure 
6A). Cela signifie que ces plantes ne sont pas mutantes pour le gène SIG6. Par contre, chez 
les plantes sig6, sig6why3, sig6why1 (numéros 34 et 36) et sig6why1why3 (numéros 6, 26 
et 41), seules les amorces permettant d’amplifier l’allèle mutante conduisent à l’obtention 
d’un produit (LB + 3’Sig6) (Figure 6A). On en conclut donc que ces dernières sont des 
mutantes homozygotes pour le gène SIG6. 
De la même manière, pour le gène WHY1, on remarque que, chez les plantes Col-0, 
sig6 et sig6why3, seules les amorces pour la réaction sauvage permettent d’amplifier un 
produit (5’Why1 + 3’Why1) (Figure 6B). Cela signifie que ces plantes ne sont pas mutantes 
pour le gène WHY1. Par contre, chez les plantes why1why3, sig6why1 (numéros 34 et 36) 
et sig6why1why3 (numéros 6, 26 et 41), seules les amorces de la réaction mutante 
permettent d’amplifier un produit (5’Why1 + SALK LB) (Figure 6B). On en déduit que 
sig6why1 et sig6why1why3 sont des mutantes homozygotes pour le gène WHY1. 
Pour le gène WHY3, des amorces DCAPS (Derived Cleaved Amplified Polymorphic 
Sequences) sont utilisées afin de vérifier si la mutation ponctuelle, abolissant l’expression 
de WHY3, est présente. Un produit est amplifié à l’aide de ces amorces, puis digéré par 




d’abolir un site de restriction MvaI présent dans le gène WHY3. Dans le cas où la mutation 
est présente, le produit n’est pas digéré, tandis que si elle est absente, il l’est. Dans le cas 
d’un hétérozygote, les deux produits digérés et non digérés sont présents. C’est donc la 
taille des produits obtenus après digestion qui nous permet de conclure sur la présence de 
la mutation du gène WHY3.  
On remarque que, chez les plantes Col-0, sig6 et sig6why1 (numéros 34 et 36), les 
amorces DCAPS permettent l’amplification d’un produit qui peut être digéré (Figure 6C). 
Ceci nous indique donc qu’elles ne présentent pas la mutation du gène WHY3. Par contre, 
chez les plantes why1why3, sig6why3 et sig6why1why3 (numéros 6, 26 et 41), ces 
amorces permettent l’amplification d’un produit qui ne peut être digéré par MvaI (Figure 
6C). On en conclut que ces dernières sont homozygotes mutantes pour le gène WHY3.  
À la lumière de ces résultats, on peut conclure que la plante sig6why3 est double 
homozygote mutante pour les gènes SIG6 et WHY3, que les plantes sig6why1 (numéros 34 
et 36) sont doubles homozygotes mutantes pour les gènes SIG6 et WHY1 et que les plantes 







Figure 6 : Croisement du mutant sig6 avec une lignée why1why3. (A) Génotypage de l’allèle Sig6. 
Les amorces 5’ Sig6 et 3’ Sig6 sont utilisées pour la réaction de type sauvage. L’amorce LB 
représente l’amorce se fixant au côté gauche du T-DNA de type SAIL et est couplée avec l’amorce 
3’ Sig6 pour la réaction de type mutante. (B) Génotypage de l’allèle Why1. Les amorces 5’ Why1 et 
3’ Why1 sont utilisées pour la réaction de type sauvage. L’amorce SALK LB représente l’amorce se 
fixant au côté gauche du T-DNA de type SALK et est couplée avec l’amorce 5’ Why1 pour la 
réaction de type mutante. (C) Génotypage de l’allèle Why3. Le produit de PCR est digéré avec 
l’enzyme MvaI, supprimant 24 paires de bases au produit dans le cas d’une absence de mutation 
why3. L’ordre présenté à la figure A est le même pour les figures B et C. Les # représentent des 




3.3. L’absence d’un des deux Whirly complémente l’apparition du 
phénotype du mutant sig6. 
 Afin de vérifier si les protéines WHY1 et WHY3 jouent un rôle dans la biogénèse 
chloroplastique en association avec le facteur SIG6, les doubles mutants sig6why3 et 
sig6why1 isolés ont ensuite été semés sur terre. Des photos sont présentées à 4, 10, 15 et 
21 jours (Figure 7A). On remarque, à 4 jours, que le mutant sig6 présente le phénotype de 
cotylédons pâles tandis que les doubles mutants sig6why3 et sig6why1 semblent perdre ce 
phénotype et être similaires à la plante de type sauvage Col-0 (Figure 7A). Ces doubles 
mutants ne possèdent aucun phénotype particulier après 10 jours de développement, tout 
comme le mutant sig6. Afin de vérifier si la perte du phénotype de sig6 chez les doubles 
mutants est corrélée à l’augmentation de la quantité de chlorophylle dans les 
chloroplastes, nous avons observé les plantes à l’aide d’un microscope confocale. On 
observe que l’auto-fluorescence semble être restaurée dans les doubles mutants 
comparativement au mutant sig6 (Figure 7B). Par contre, l’intensité du signal semble 
moins forte que chez les plantes de type sauvage Col-0. 
Afin de vérifier s’il y a réellement une complémentation du phénotype chez les 
doubles mutants, nous avons quantifié précisément la chlorophylle a et b dans les plantes. 
Une extraction de la chlorophylle sur environ 10 à 15 mg de plantes a été réalisée puis 
l’absorbance mesurée à 646.8 nm et 663.8 nm. On constate qu’à 4 jours, le simple mutant 
sig6 présente environ 10 fois moins de chlorophylle a et b que la plante de type sauvage 
(Figure 7C). Le double mutant sig6why3 retrouve presque 60% du contenu normal en 
chlorophylle. Les doubles mutants sig6why1, quant à eux, présentent également une ré-
augmentation de la quantité de chlorophylle à plus de 50% du niveau normal (Figure 7C). 
Ces différences sont statistiquement significatives avec un risque d’erreur de 1%.  Après 15 
jours, la quantité de chlorophylle ne présente plus de différences significatives entres les 




En conclusion, il existe une interaction génétique entre les allèles SIG6 et WHY1 
ainsi qu’entre les allèles SIG6 et WHY3. On remarque ainsi que l’absence d’une des deux 
protéines WHIRLY dans un mutant sig6 favorise le retour à la normale du phénotype de 
sig6.  Cette complémentation n’est cependant que partielle puisque la quantité de 
chlorophylle des doubles mutants sig6why1 et sig6why3 augmente d’environ 5 fois 














Figure 7 (page suivante) : Les mutations why1 ou why3 complémentent fortement le phénotype 
du mutant sig6. (A) Photos des phénotypes de Col-0 et des mutants why1why3, sig6, sig6why3 et 
sig6why1. Les photos sont prises à 4, 10, 15 et 21 jours après le semis des graines. La barre blanche 
correspond à environ 2 mm pour les photos à 4 et 10 jours. Pour les photos à 15 et 21 jours, la 
barre blanche représente une longueur d’environ 5 mm. (B) Auto-fluorescence de la chlorophylle 
chez Col-0 et les mutants à 4 jours. La barre blanche représente une taille d’environ 250 µm. (C-D) 
Quantification de la chlorophylle à (C) 4 jours et (D) 15 jours. La quantité est donnée relativement à 
Col-0. La barre d’erreur représente l’erreur-type à la moyenne des triplicatas biologiques. La 









3.4. L’absence des deux Whirly complémente faiblement le phénotype de 
cotylédons pâles de sig6 et provoque l’apparition d’un second 
phénotype tardif et persistant. 
 Afin de vérifier si la perte des deux protéines WHY1 et WHY3 dans le mutant sig6 
pourrait également favoriser la complémentation et la perte de son phénotype de 
cotylédons pâles, les triples mutants sig6why1why3 numéros 6, 26 et 41 isolés séparément 
ont été plantés sur terre. On remarque que la complémentation semble être présente à 4 
jours mais de manière très faible (Figure 8A). L’auto-fluorescence de la chlorophylle 
observée par microscopie confocale nous le confirme également (Figure 8B). Afin d’obtenir 
une réponse plus quantitative, la chlorophylle a et b a été quantifiée chez les trois triples 
mutants sig6why1why3. On remarque qu’à 4 jours, le niveau de chlorophylle observé chez 
le simple mutant sig6 passe de 10% du niveau de la plante sauvage, à 20% chez les triples 
mutants (Figure 8C). Cette augmentation de la quantité de chlorophylle du triple mutant 
sig6why1why3 ne peut s’expliquer uniquement par l’absence des deux protéines WHY1 et 
WHY3 puisqu’un double mutant why1why3 ne présente pas de différence phénotypique 
ou en quantité de chlorophylle comparativement à la plante de type sauvage (Figure 8A, 
8B et 8C). Ainsi, cette complémentation révèle une interaction génétique entre les allèles 
SIG6 et WHY1/WHY3. Cette différence significative (risque d’erreur de 1%) montre bien 
que l’absence des deux protéines WHIRLY permet de compenser, bien que faiblement, la 
déficience en chlorophylle du mutant sig6.  
Figure 8 (page suivante) : La double mutation why1why3 complémente faiblement le phénotype 
du mutant sig6. (A) Photos des phénotypes de Col-0 et des mutants why1why3, sig6 et 
sig6why1why3. Les photos sont prises à 4, 10, 15 et 21 jours après le semis des graines. La barre 
blanche correspond à environ 2 mm pour les photos à 4 et 10 jours. Pour les photos à 15 et 21 
jours, la barre blanche représente une longueur d’environ 5 mm. (B) Auto-fluorescence de la 
chlorophylle chez Col-0 et les mutants à 4 jours. La barre blanche représente une taille d’environ 
250 µm. (C) Quantification de la chlorophylle à 4 jours. (D) Quantification de la chlorophylle à 15 
jours. La quantité est donnée relativement à Col-0 à 4 jours (C) ou à 15 jours (D). La barre d’erreur 
représente l’erreur-type à la moyenne des triplicatas biologiques. La présence de deux astérisques 
et un astérisque représentent une différence significative au test t de Student avec respectivement 








Bien qu’après 10 jours les mutants sig6 ne présentent aucune différence 
phénotypique avec les plantes de type sauvage, on constate que, chez les triples mutants 
sig6why1why3, un second phénotype apparaît (Figure 8A). Des photos prises en gros plan 
des zones affectées sont présentées en Figure 9. On remarque l’apparition d’un 
jaunissement généralisé sur les jeunes premières vraies feuilles (10 jours, Figure 9). Par la 
suite, ce jaunissement est limité à la partie inférieure de celles-ci (15 jours, Figure 9). Les 
feuilles suivantes sont également affectées de la même manière. Ce phénotype persiste 
jusqu’au vieillissement de la plante (21 jours, Figure 8A). 
 
Figure 9 : Les mutants sig6why1why3 présentent un phénotype tardif et persistant. 
Agrandissement des photos des phénotypes de Col-0 et des mutants why1why3, sig6 et 
sig6why1why3. Les photos sont prises à 10 et 15 jours après le semis des graines. La barre blanche 
correspond à environ 1.5 mm pour les photos à 10 jours. Pour les photos à 15 jours, la barre 
blanche représente une longueur d’environ 4.5 mm. 
 
 
Ce phénotype persistant s’associe avec une déficience de la chlorophylle chez les 
triples mutants sig6why1why3. En effet, la quantification de la chlorophylle montre que, à 
15 jours (Figure 8D), les triples mutants présentent un niveau plus faible de chlorophylle a 
et b que le mutant sig6 (risque d’erreur de 5%). Pour sa part, le mutant sig6 ne présente 




 En conclusion, on remarque que l’absence des deux protéines WHY1 et 
WHY3 dans le mutant sig6 ne favorise une complémentation que partielle et faible du 
phénotype de sig6. La biogénèse semble ainsi  partiellement rétablie dans le triple mutant 
aux premiers stades de développement de la plante. Par contre cette légère 
complémentation s’accompagne de l’apparition d’un phénotype persistant au niveau des 
parties jeunes de la plante. En effet, les nouvelles vraies feuilles présentent toutes un 
phénotype de jaunissement sur la jeune feuille au complet, puis limité au niveau du 
méristème par la suite avant de disparaître une fois la feuille complètement formée. 
 
3.5. L’expression de protéines chloroplastiques impliquées dans la 
photosynthèse est rétablie fortement dans les doubles mutants et 
moindrement chez le triple mutant à 4 jours. 
Le phénotype de cotylédons pâles du mutant sig6 est associé avec une diminution 
de la transcription de certains gènes chloroplastiques, notamment ceux transcrits par la 
PEP, ou une augmentation de la transcription des gènes NEP-dépendants (Loschelder et 
al., 2006; Woodson et al., 2012). 
 
Afin de vérifier si la complémentation du phénotype de sig6 par les mutations why1 
ou why3 pourrait être due à une réexpression des protéines chloroplastiques, nous avons 
quantifié quelques-unes des protéines impliquées dans la photosynthèse. Pour cela, les 
protéines totales des jeunes plantes de 4 jours ont été extraites et 20 µg ont été séparées 
sur gel de polyacrylamide. Finalement, un immuno-buvardage de type Western a été 
réalisé après transfert des protéines sur membrane de nitrocellulose et incubation avec 
des anticorps dirigés contre les protéines suivantes : RBCL (grosse sous-unité de la RubisCO 
(Ribulose-1,5-bisphosphate Carboxylase Oxygenase), gène ATCG00490), PSBA (protéine D1 
de liaison de la chlorophylle au cœur du centre réactionnel du Photosystème II, gène 
ATCG00020), PSAA (centre réactionnel du Photosystème I, gène ATCG00350) et ATPB 
(sous-unité β de l’ATP-Synthase, gène ATCG00480). L’immuno-buvardage a été réalisé 




ces deux expériences. Une quantification de la membrane d’immuno-buvardage a été 
réalisé avec le logiciel ImageLab et ImageJ avec des résultats similaires. Les histogrammes 
présentent les résultats de la quantification de la membrane visible à la Figure 10A  par 
ImageLab. 
 
Tout d’abord, on remarque que le niveau de la protéine RBCL est plus faible chez le 
mutant sig6 que chez la plante sauvage Col-0 (15% du niveau normal). Cependant, chez les 
doubles mutants sig6why3 et sig6why1, la quantité de protéines RBCL revient à la normale 
(Figure 10A et 10B). Chez le triple mutant sig6why1why3, l’expression de la protéine est 
également rétablie malgré une légère sous-expression (90% du niveau normal). 
Finalement, on remarque aussi que le double mutant why1why3 surexprime légèrement la 
protéine RBCL (120% du niveau normal) (Figure 10B). 
 
Pour ce qui est de PSBA, la quantité de protéine présente chez le mutant sig6 est 
également inférieure (5% du niveau normal) à la plante de type sauvage (Figure 10A et 
10C). Chez les doubles mutants, toutefois, l’expression de la protéine augmente 
comparativement au mutant sig6. La quantité de PSBA chez sig6why1 et sig6why3 
demeure cependant plus de 2 fois plus faible que chez la plante de type sauvage (40% du 
niveau normal). Chez le triple mutant sig6why1why3, on remarque que l’expression de la 
protéine PSBA ne varie pas comparativement au mutant sig6 (10% du niveau normal). Le 
double mutant why1why3 sous-exprime également la protéine PSBA (65% du niveau 
normal) (Figure 10C). 
 La protéine PSAA, quant à elle, est légèrement sous-exprimée chez le mutant sig6 
(65% du niveau normal), tout comme chez le double mutant sig6why3 (Figure 10A et 10D). 
Le double mutant sig6why1, à l’inverse, surexprime légèrement cette protéine (120% du 
niveau normal), tout comme le triple mutant sig6why1why3 (130% du niveau normal). On 




terminer, on remarque que le double mutant why1why3 sous-exprime la protéine PSAA 
(55% du niveau normal) (Figure 10D). 
 Finalement, on remarque que le niveau de protéine ATPB est plus élevé chez le 
mutant sig6 que chez la plante de type sauvage (160% du niveau normal) (Figure 10A et 
10E). Cette surexpression est abolie chez les doubles mutants sig6why1 et sig6why3 mais 
pas chez le triple mutant sig6why1why3 (150% du niveau normal). Le double mutant 
why1why3 ne présente quant à lui aucune différence avec la plante de type sauvage. 
En résumé, on constate que la complémentation de sig6 chez sig6why3 et 
sig6why1 est associée à une augmentation de l’expression de protéines chloroplastiques 
impliquées dans la photosynthèse comparativement au mutant sig6. Cette 
complémentation est, dans certains cas, l’abolition, partielle ou totale, chez les doubles 
mutants, de la sous-expression présente dans le mutant sig6, comme démontré par le 
niveau des protéines RBCL, PSBA ou PSAA ou encore l’abolition d’une surexpression 
comme le démontre le cas de la protéine ATPB. 
On remarque également une plus grande disparité au niveau de l’expression des 
protéines chloroplastiques chez le triple mutant sig6why1why3. En effet, certaines 
protéines restent pratiquement au même niveau que le mutant sig6, comme ATPB ou 
PSBA. Dans ce cas, la sous-expression ou la surexpression est présente chez le simple 
mutant sig6 et le triple mutant sig6why1why3. D’autres, par contre, comme la protéine 
RBCL, semblent revenir à une quantité normale chez le triple mutant. Finalement, 
certaines protéines sont exprimées de manière inverse chez le triple mutant par rapport 
au simple mutant sig6. C’est le cas par exemple de la protéine PSAA, sous-exprimée chez le 
simple mutant et surexprimée chez le triple mutant sig6why1why3.  
Finalement, on remarque que le double mutant why1why3 présente, à 4 jours, un 





Figure 10 : L’expression des protéines chloroplastiques est rétablie dans les doubles mutants à 4 
jours. (A) Immuno-buvardage de type Western des protéines RBCL, PSBA, PSAA et ATPB. La classe 
des gènes encodant pour ces protéines est inscrite à gauche du nom de la protéine. Une bande 
colorée au Bleu de Coomassie sert de contrôle d’équilibration du niveau de protéines totales. Les 
photos sont représentatives de deux expériences indépendantes. (B-E) Intensité relative à 
l’intensité des bandes chez Col-0. L’intensité est calculée avec le logiciel ImageLab et est 




3.6. L’expression de gènes nucléaires impliqués dans la photosynthèse est 
également rétablie à 4 jours chez les doubles mutants. 
 La perte d’expression de certains gènes chloroplastiques chez sig6 ainsi que le 
problème d’homéostasie protéique qui en découle s’accompagnent de la sous-expression 
de certains gènes nucléaires codant pour des protéines photosynthétiques (Woodson et 
al., 2012). 
 Afin de vérifier si le rétablissement de l’expression des protéines chloroplastiques, 
chez les doubles mutants, s’accompagne également d’une réexpression normale des gènes 
nucléaires, nous avons quantifié l’expression des gènes nucléaires suivants : LHCB1.2, 
LHCB2.2 et LHCB2.4 (Light Harvesting Chlorophyll a/b-Binding protein, gènes respectifs 
AT1G29910, AT2G05070 et AT3G27690) et le gène RBCS1A (Ribulose Biphosphate 
Carboxylase Small subunit 1A, gène AT1G67090). Ces gènes encodent des protéines 
impliquées dans la photosynthèse. Les trois gènes LHCB sont sous-exprimés dans le 
mutant sig6 (Woodson et al., 2012). Les protéines LHCB fixent la chlorophylle a et b dans 
les antennes collectrices de lumière (photosystèmes I et II) tandis que la protéine RBCS1A 
est l’un des membres de la petite sous-unité de la RubisCO. Pour cela, nous avons extrait 
l’ARN total de jeunes plantes à 4 jours, puis, après synthèse du brin d’ADN 
complémentaire et équilibration du niveau total d’ADNc par amplification du gène de la β-
TUBULINE, nous avons effectué une RT-PCR semi-quantitative avec des amorces 
spécifiques aux gènes mentionnés ci-haut. Ces résultats préliminaires nous ont ainsi 
permis de vérifier, de manière générale, la tendance dans l’expression des gènes 
nucléaires impliqués dans la photosynthèse. Une RT-PCR quantitative pourrait toutefois, à 
l’avenir, être entreprise afin de valider ces résultats. 
 On remarque que les trois gènes de la famille des LHCB sont sous-exprimés chez le 
mutant sig6 comparativement à la plante de type sauvage (Figure 11). Cette sous-
expression est plus ou moins fortement abolie chez les doubles-mutants sig6why1 et 




gènes reste plutôt similaire au niveau d’expression du mutant sig6 (Figure 11). Le double 
mutant why1why3, quant à lui, ne présente  aucune variation dans l’expression des gènes 
nucléaires photosynthétiques et est totalement similaire à la plante de type sauvage. 
L’abolition observée, chez les doubles mutants, de la sous-expression de ces trois 
gènes comparativement au mutant sig6, ne semble pas être due à une augmentation 
globale de l’expression des gènes nucléaires photosynthétiques des doubles mutants. En 
effet, on remarque que le gène RBCS1A, exprimé à un niveau normal chez le mutant sig6, 
n’est pas surexprimé chez les divers autres mutants, rejetant ainsi l’hypothèse que les 
doubles mutants sig6why1 et sig6why3 expriment plus fortement les gènes nucléaires de 
manière constitutive par rapport au mutant sig6 (Figure 11). 
 
Figure 11 : L’expression des gènes nucléaires associés à la photosynthèse est rétablie dans les 
doubles-mutants à 4 jours. RT-PCR semi-quantitative des gènes nucléaires LHCB2.2, LHCB1.2, 
LHCB2.4 et RBCS1A. L’amplification du gène de la β-TUBULINE sert de contrôle d’équilibration du 








3.7. L’expression des protéines chloroplastiques est anormale après 10 
jours de développement chez le triple mutant. 
 Le triple mutant sig6why1why3 présente un second phénotype persistant au cours 
de sa vie en plus d’une déficience en chlorophylle a et b comme nous l’avons vu 
précédemment (Figure 8 et 9). Afin de vérifier si ce phénotype est associé à une expression 
anormale des protéines chloroplastiques à 10 jours, nous avons effectué une extraction 
des protéines totales suivie d’un immuno-buvardage de type Western. Les protéines 
détectées sont les mêmes que celles observées plus haut à 4 jours : RBCL, PSBA, PSAA et 
ATPB. L’immuno-buvardage a été réalisé deux fois de manières indépendantes et la Figure 
10 présente un résultat représentatif de ces deux expériences. Une quantification de la 
membrane d’immuno-buvardage a été réalisé avec le logiciel ImageLab et ImageJ avec des 
résultats similaires. Les histogrammes présentent les résultats de la quantification de la 
membrane visible à la Figure 12A  par ImageLab. 
 On remarque que l’expression de la protéine RBCL est plus forte chez le mutant 
sig6 (140% du niveau normal) et le semble également chez les doubles mutants sig6why3 
et sig6why1 (120% du niveau normal) (Figure 12A et 12B). La protéine RBCL est, par 
contre, particulièrement sous-exprimée chez le triple mutant sig6why1why3. Le niveau de 
RBCL est normal dans le double mutant why1why3. 
 La protéine PSBA, quant à elle, est plus fortement exprimée dans l’ensemble des 
mutants étudiés (Figure 12A et 12C). En effet, le mutant sig6 présente un niveau de 
protéine PSBA 2 fois plus élevé que la plante de type sauvage. Chez les doubles mutants 
sig6why1 et sig6why3, cette surexpression est encore plus importante (3 fois en 
moyenne). Le triple mutant sig6why1why3, également, surexprime la protéine environ 3 
fois (Figure 12A et 12C). Finalement, on remarque qu’un double mutant why1why3 semble 
également surexprimer près de 2.5 fois la protéine PSBA. 
 Concernant le niveau de protéine PSAA, on remarque que, bien qu’on note la 




normal), les doubles mutants sur-expriment la protéine (125% du niveau normal) (Figure 
12A et 12D). Cependant, c’est chez le triple mutant sig6why1why3 que cette surexpression 
est la plus forte puisque la protéine est 2 fois plus exprimée. Le double mutant why1why3, 
quant à lui, sous-exprime la protéine PSAA (70% du niveau normal) (Figure 12A et 12D). 
 Finalement, on remarque que la protéine ATPB est sous-exprimée dans l’ensemble 
des mutants. Cette sous-expression est importante dans le mutant sig6 (45% du niveau 
normal). Chez les doubles mutants sig6why3 et sig6why1, la sous-expression est plus 
légère (70% du niveau normal). Toutefois, chez le triple mutant sig6why1why3, cette sous-
expression est tout aussi forte que chez le mutant sig6 (45% du niveau normal). Le double 
mutant wh1why3 sous-exprime également légèrement la protéine ATPB (80% du niveau 
normal) (Figure 12A et 12E).  
 En résumé, le simple mutant sous-exprime certains gènes (PSAA et ATPB) et en 
surexprime d’autres (RBCL et PSBA). Les doubles mutants sig6why3 et sig6why1, quant à 
eux, présentent des niveaux de protéines situés entre le mutant sig6 et la plante de type 
sauvage, exceptée pour la protéine PSBA. Chez le triple-mutant sig6why1why3, par contre, 
le schéma d’expression des protéines étudiées est variable. La protéine ATPB est exprimée 
au même niveau que chez sig6, tandis que les protéines PSBA et PSAA sont fortement 
surexprimées et que la protéine RBCL est fortement sous-exprimée (Figure 12). On peut 
également remarquer que le double mutant why1why3 présente une légère sous-
expression de certaines protéines chloroplastiques telles que RBCL, ATPB ou PSAA, ou une 





Figure 12 : L’expression des protéines chloroplastiques est anormale chez le triple mutant à 10 
jours. (A) Immuno-buvardage de type Western des protéines RBCL, PSBA, PSAA et ATPB. La classe 
des gènes encodant pour ces protéines est inscrite à gauche du nom de la protéine. Une bande 
colorée au Bleu de Coomassie sert de contrôle d’équilibration du niveau de protéines totales. Les 
photos sont représentatives de deux expériences indépendantes. (B-E) Intensité relative à 
l’intensité des bandes chez Col-0. L’intensité est calculée avec le logiciel ImageLab et est 




3.8. Le triple mutant sig6why1why3 présente moins de réarrangements 
que le double mutant why1why3. 
 Les mutations why1 et why3, dans le double mutant why1why3, provoquent 
l’apparition de molécules d’ADN chloroplastique réarrangées suite à des bris doubles-brins 
réparés de manière non-homologue. Ceci est dû à l’absence des protéines WHIRLY et leur 
implication dans les mécanismes de réparation homologue de l’ADN (Maréchal et al., 
2009; Cappadocia et al., 2010). Ces réarrangements sont réalisés par l’intermédiaire de 
micro-homologies, d’une taille de 3 à 20 paires de bases (Maréchal et al., 2009). 
 
Afin de vérifier si la présence de réarrangements dans le génome chloroplastique 
pouvait être à l’origine de la forte complémentation du phénotype de sig6 chez les doubles 
mutants sig6why1 et sig6why3, et pour vérifier également si les réarrangements sont à 
l’origine de l’apparition d’un phénotype persistant chez le triple mutant, nous avons 
effectué une réaction de PCR permettant de détecter ces réarrangements et d’estimer leur 
quantité dans le génome chloroplastique des plantes à 21 jours. La technique utilise pour 
cela des amorces qui se font face, mais séparées par environ 10 000 paires de bases, ou 
encore des amorces dos-à-dos. En présence de réarrangements tels que des duplications 
ou des délétions, les amorces sont alors capables de donner lieu à l’amplification d’un 
produit (Cappadocia et al., 2010).  Le nombre ou l’intensité des produits détectés donne 
alors une estimation de la quantité de réarrangements dans le génome chloroplastique. 
  
Comme attendu, le double mutant why1why3 possède une grande quantité de 
réarrangements dans le génome chloroplastique puisque les 4 différentes paires 
d’amorces utilisées permettent l’amplification de nombreux produits (Figure 13). On 
remarque également que la mutation sig6 ne provoque pas l’apparition de 
réarrangements. Finalement, les doubles mutants sig6why3 et sig6why1 ne présentent pas 
plus de réarrangements que le niveau de base observé dans la plante de type sauvage ou 





 Le triple mutant sig6why1why3, quant à lui, possède à peine plus de 
réarrangements que le niveau de base observé chez Col-0 pour la plupart des réactions 
effectuées (Figure 13). Cependant, le triple mutant sig6why1why3 présente un niveau de 
réarrangements génomiques chloroplastiques plus faible que le double mutant why1why3, 
présentant pourtant les mêmes mutations why1 et why3. 
 En conclusion, la complémentation forte observée chez les doubles mutants 
sig6why3 et sig6why1 ne semble pas avoir pour origine la présence de réarrangements 
génomiques chloroplastiques. De plus, on peut affirmer que le phénotype persistant 
observé chez le triple mutant sig6why1why3 n’apparaît pas suite à une augmentation du 
nombre de ces réarrangements. Finalement, on remarque que la présence de la mutation 










Figure 13 : Le triple mutant sig6why1why3 accumule moins de réarrangements que le double 
mutant why1why3. Détection des réarrangements du génome chloroplastique par PCR. Les paires 
d’amorces utilisées pour effectuer les réactions sont indiquées à gauche des photos de gel avec PA 
#2 signifiant paire d’amorces numéro 2. Les séquences correspondantes sont données dans le 
Tableau I. L’amplification de l’ADN correspondant au gène chloroplastique YCF2 sert de contrôle 
d’équilibration du niveau d’ADN chloroplastique. Les réactions sont réalisées en duplicata 









3.9. Un traitement à faible dose de rifampicine est capable de 
complémenter également le phénotype du mutant sig6. 
 Afin de vérifier si l’inhibition de la transcription chloroplastique, plus 
particulièrement de la PEP (l’ARN polymérase encodée par le génome chloroplastique), 
pouvait être à l’origine de la complémentation du phénotype du mutant sig6 observée à 4 
jours, nous avons fait pousser ce mutant sur un milieu de culture contenant des doses 
croissantes de rifampicine. La rifampicine est un antibiotique capable d’inhiber l’ARN 
polymérase d’origine bactérienne en empêchant l’élongation du transcrit naissant 
(Campbell et al., 2001). Elle est donc utilisée dans le but de tuer les bactéries en 
empêchant la transcription des gènes. Cet antibiotique peut également être utilisé dans le 
but d’inhiber la transcription chloroplastique puisqu’il a été montré que la rifampicine 
inhibe spécifiquement la polymérase PEP d’origine bactérienne et non la NEP de type 
phagique (Liere and Maliga, 1999; Kuhn et al., 2007; Liere et al., 2011). 
  
La plante de type sauvage ainsi que le mutant sig6 (sig6-3) ont donc été plantés sur 
un milieu de culture ne contenant pas de rifampicine (0 mg/L) ou complété avec 25, 100, 
500 ou 1000 mg/L de rifampicine. Des photos ont ensuite été prises à 5 jours. On 
remarque que le traitement de 0 à 100 mg/L de rifampicine sur la plante sauvage n’a 
aucun effet sur le phénotype et ne provoque aucune variation significative de la quantité 
de chlorophylle contenue dans la plante (Figure 14A et 14B). Une dose de 500 mg/L de 
rifampicine, par contre provoque l’apparition d’un retard de croissance ainsi qu’une 
diminution drastique de la quantité de chlorophylle (30% du niveau normal). Finalement, 
une dose élevée de rifampicine (1000 mg/L) entraîne un fort retard de croissance ainsi que 
l’apparition d’un phénotype de jaunissement (Figure 14A). 
  
Le mutant sig6 utilisé dans cette étude (sig6-3), quant à lui, présente le phénotype 
habituel de cotylédons pâles sans traitement à la rifampicine. On observe également une 




plante de type sauvage) (Figure 14A et 14B). Lorsque la plante est traitée avec 25 mg/L de 
rifampicine, on observe la perte du phénotype (Figure 14A). Ceci est confirmé par la 
quantification de la chlorophylle puisqu’on remarque que le mutant sig6 traité contient 
près de deux fois plus de chlorophylle que le mutant non traité pour une même masse de 
plante (risque d’erreur de 5%) (Figure 14B). La quantité de chlorophylle reste toutefois 2.5 
fois moins élevée que chez la plante de type sauvage.  
 
Après traitement avec une dose 4 fois plus élevée de rifampicine (100 mg/L), on 
remarque que le mutant sig6 perd complètement le phénotype de cotylédons pâles 
(Figure 14A). Également, la quantité de chlorophylle contenue dans la plante augmente de 
près de 5 fois (risque d’erreur de 1%) comparativement au mutant non traité pour 
atteindre 70% du niveau de la plante de type sauvage (Figure 14B). On remarque 
cependant qu’un traitement avec des doses très fortes de rifampicine telles que 500 ou 
1000 mg/L ne provoque pas la disparition du phénotype de sig6. En effet, un traitement 
avec 500 mg/L provoque le jaunissement complet de la plante et également un retard de 
croissance tandis qu’un traitement 2 fois plus élevé (1000 mg/L) provoque l’absence quasi-
totale de germination (Figure 14A et 14B). 
  
Afin de confirmer ces résultats, une deuxième lignée mutante indépendante, sig6-1 
(Ishizaki et al., 2005), a été traitée à la rifampicine dans les mêmes conditions. On 
remarque que cette dernière réagit de manière similaire à la lignée mutante sig6-3 (Figure 
14A et 14B). 
  
On peut conclure qu’une dose faible de rifampicine (25 ou 100 mg/L), c’est-à-dire 
ne provoquant pas d’effet visible au niveau phénotypique sur une plante de type sauvage, 
permet de complémenter le phénotype de sig6 de manière dose-dépendante. Ceci n’est, 
par contre, pas vrai lors d’un traitement à haute dose de rifampicine (500 ou 1000 mg/L) 
puisque le mutant sig6 présente alors un jaunissement et semble même incapable de 




 En conclusion, une faible inhibition de l’activité ARN polymérase de la PEP par la 
rifampicine semble donc compenser pour la perte du facteur sigma 6. Une inhibition forte 






Figure 14 : Un traitement à faible dose de rifampicine est capable de complémenter le 
phénotype du mutant sig6. (A) Photos des phénotypes de Col-0 et des mutants sig6-3 (sig6 dans 
l’étude) et sig6-1 traités ou non avec des doses croissantes de Rifampicine (25, 100, 500 et 1000 
mg/L). Les photos sont prises 5 jours après la germination des graines. La barre noire correspond à 
environ 2 mm. (B) Quantification de la chlorophylle à 5 jours. La quantité est donnée relativement 
à Col-0 non traité à la Rifampicine. La barre d’erreur représente l’erreur-type à la moyenne des 
triplicatas biologiques. La présence de deux astérisques et un astérisque représentent une 




3.10. Un traitement à faible dose de rifampicine provoque l’apparition du 
phénotype tardif chez les doubles mutants sig6why3 et sig6why1 à 12 
jours. 
 Afin de vérifier si une inhibition de la transcription provoque l’apparition du 
phénotype persistant après 12 jours, nous avons cultivé les plantes mutantes sig6 ainsi que 
les doubles mutants sig6why3 et sig6why1 sur une dose faible de rifampicine (100 mg/L). 
  
On remarque que le traitement à 100 mg/L de rifampicine n’entraîne pas 
l’apparition d’un phénotype particulier sur les mutants sig6 après 12 jours puisque celles-ci 
sont similaires aux plantes de type sauvage (Figure 15).  Par contre, on constate que la 
même dose de rifampicine provoque, chez les doubles mutants sig6why3 et sig6why1, 
l’apparition d’un contour jaune au niveau inférieur des premières vraies feuilles, qui ne se 
retrouve pas sans traitement à la rifampicine (Figure 15).  
  
Ainsi, on peut conclure qu’une légère inhibition de l’ARN polymérase d’origine 
bactérienne (PEP) dans les doubles mutants sig6why3 et sig6why1 provoque l’apparition 























Figure 15 : Un traitement à faible dose de rifampicine provoque l’apparition du phénotype 
persistant chez les doubles mutants. Photos des phénotypes des mutants sig6, sig6why3, et 
sig6why1 traités ou non avec 100 mg/L de Rifampicine. Les photos sont prises 12 jours après la 







3.11. La protéine SIG6 n’interagit pas directement avec les protéines WHY1 
ou WHY3. 
 Dans le but de vérifier si l’interaction génétique observée entre les allèles SIG6 et 
WHY1 et entre les allèles SIG6 et WHY3 tire son origine d’une interaction protéique directe 
entre les deux protéines SIG6 et WHY1 ou entre SIG6 et WHY3, et étant donné le résultat 
de criblage en double-hybride ayant été obtenu précédemment au laboratoire dans lequel 
il a été trouvé que l’un des interacteurs potentiel de la protéine WHY1 pourrait être la 
protéine SIG6, nous avons testé l’interaction entre SIG6 et WHY1 ou WHY3 dans une 
expérience de double-hybride en levure.  
 
Dans cette technique, la séquence codante pour la protéine SIG6, sans son peptide 
signal permettant le ciblage intracellulaire dans le chloroplaste, et additionnée d’un Strep-
Tag, a été clonée dans un plasmide en aval d’un gène codant pour le domaine d’interaction 
à l’ADN de la protéine GAL4 (pGBK-SIG6). La séquence codante pour la protéine WHY1, 
sans le peptide signal, a également été clonée dans un plasmide en aval d’un gène codant 
pour le domaine d’interaction à l’ADN de la protéine GAL4 (pGBK-WHY1). Le marqueur de 
sélection de ces deux plasmides est un gène nécessaire à la synthèse du tryptophane. Les 
séquences codantes pour les protéines WHY1 et WHY3, sans le peptide de transit vers le 
chloroplaste, ont été clonées dans un plasmide en aval d’un gène codant pour le domaine 
de trans-activation de la protéine GAL4 (respectivement pGAD-WHY1 et pGAD-WHY3). Le 
marqueur de sélection pour ces deux plasmides est un gène nécessaire à la synthèse de 
leucine. Parmi ces quatre plasmides, deux ont ensuite été co-transformés dans une souche 
de levure dont les gènes nécessaires à la synthèse d’histidine et d’adénine sont sous le 
contrôle d’un promoteur dépendant de la protéine GAL4. Si les protéines interagissent, 
elles permettent le rapprochement des deux domaines de la protéine GAL4 et la 
transcription des gènes nécessaires à la synthèse d’histidine ou d’adénine. Dans ce cas, les 
levures co-transformées avec les plasmides correspondant sont capables de survivre sur 
un milieu minimal sans les acides aminés histidine ou adénine. Dans le cas où il n’y a pas 





On remarque que la souche de levure non transformée (pJ69-4a) est incapable de 
survivre sur un milieu sans leucine et tryptophane et également sans la présence 
d’histidine ou d’adénine (contrôle négatif de l’expérience). Les autres souches co-
transformées avec les deux plasmides sont capables de pousser en l’absence de 
tryptophane ou de leucine, validant ainsi la transformation des levures avec les différents 
plasmides (Figure 16A).  
 
On remarque également que la souche co-transformée avec les plasmides 
contenant la protéine WHY1 fusionnée avec le domaine de liaison à l’ADN ainsi que WHY1 
fusionnée avec le domaine de trans-activation sont capables de survivre sur un milieu sans 
histidine et adénine (contrôle positif de l’expérience) (Figure 16A). En effet, la protéine 
WHY1 est ici utilisée comme témoin positif étant donnée sa capacité d’homo-
tétramérisation (Cappadocia et al., 2010; Cappadocia et al., 2012). On constate finalement 
que les autres souches exprimant la protéine SIG6 fusionnée avec le domaine d’interaction 
à l’ADN ainsi que les protéines WHY1 ou WHY3 fusionnées avec le domaine de trans-
activation sont incapables de survivre sur un milieu minimal sans histidine et adénine 
(Figure 16A). On conclut donc que le système utilisé ici ne permet pas de démontrer la 
présence d’une interaction protéique entre la protéine SIG6 et les protéines WHY1 ou 
WHY3, du moins, pas entre leur C-terminaux. 
  
Afin de vérifier si l’absence de survie pouvait être due à l’absence d’expression de 
l’une ou l’autre des protéines testées, nous avons effectué une extraction des protéines 
totales des levures transformées afin de réaliser un immuno-buvardage de type Western 
avec un anticorps dirigé contre le Strep-Tag pour détecter la protéine SIG6 et un anticorps 
dirigé contre les protéines WHIRLY. 
  
On remarque que l’ensemble des souches transformées avec les plasmides pGBK-




16B). Également, on remarque que les souches transformées avec les plasmides pGAD-
WHY1 ou pGAD-WHY3 expriment également les protéines de fusion WHY1 ou WHY3. On 
peut donc dire que l’absence de survie observée est bien due à une absence d’interaction 
entre les protéines SIG6 et WHY1 ainsi que SIG6 et WHY3 plutôt qu’à une absence 
d’expression des protéines de fusion permettant la survie. Toutefois, d’autres raisons 
pourraient expliquer l’absence d’interaction telles qu’un rôle inhibiteur des domaines 
fusionnés aux protéines SIG6 et WHY1 ou WHY3 ou encore l’absence d’un partenaire 
nécessaire à une possible interaction. 
 
En conclusion, ces résultats semblent suggérer que l’interaction génétique 
observée entre les allèles SIG6 et WHY1 et entre SIG6 et WHY3 ne serait pas due à une 
interaction protéique directe entre les protéines SIG6 et WHY1 ou entre SIG6 et WHY3, du 
moins pas par une interaction entre les domaines C-terminaux de ces protéines. Toutefois, 
ces résultats devraient être reconfirmés par l’utilisation d’une seconde technique, telle 
qu’une co-immunoprécipitation in vitro ou in vivo ou  du FRET, qui permettrait de 








Figure 16 : Absence d’interaction protéique directe entre les protéines SIG6 et  WHIRLY (WHY1 
ou WHY3). (A) Croissance des différentes levures transformées avec les plasmides sur milieu 
minimal manquant de leucine et tryptophane (SD-Leu-Trp) et histidine et adénine (SD-Leu-Trp-His-
Ade). La croissance des levures co-transformées avec les plasmides pGAD-WHY1 et pGBK-WHY1 
sert de contrôle positif. (B) Immuno-buvardage de type Western dirigé contre le Strep-Tag de la 
construction GAD-SIG6 ou contre les protéines WHIRLY. Une bande colorée au Rouge de Ponceau 




































4.1. Le mutant sig6-3 présente un retard de croissance associé à un défaut 
d’expression des protéines chloroplastiques 
 Dans cette étude, nous avons caractérisé une nouvelle lignée, non publiée, du 
mutant sig6. Cette lignée, sig6-3, présente un phénotype de cotylédons pâles, 
caractéristique de la perte de la protéine SIG6, associé à une déficience en chlorophylle a 
et b. Ce phénotype est fort probablement la conséquence d’un retard dans la biogénèse 
chloroplastique puisque le facteur sigma 6 est le principal facteur sigma impliqué dans ce 
mécanisme (Ishizaki et al., 2005; Loschelder et al., 2006). Chez le mutant sig6-3, on 
remarque que le phénotype de cotylédons pâles est présent à 4 jours mais disparaît 
définitivement après 10 jours. De plus, aucun phénotype n’affecte le reste de la plante. 
Ceci le rapproche donc plus du mutant sig6-1 (Ishizaki et al., 2005) que du mutant sig6-2 
dont les cotylédons restent pâles tout au long du développement (Loschelder et al., 2006). 
Cette différence pourrait être due à l’absence d’expression, dans le mutant sig6-1, d’une 
forme alternative du transcrit trnV(UAC) codant pour l’ARNt-Valine, provoquant ainsi le 
reverdissement du mutant tandis que l’apparition de cette forme alternative semble 
l’empêcher chez sig6-2 (Loschelder et al., 2006). 
 
Le retard de biogénèse chloroplastique observé dans les mutants sig6 est lié à 
l’inhibition générale de la transcription des gènes chloroplastiques de classes I (PEP-
dépendants) et II (PEP et NEP-dépendants) (Ishizaki et al., 2005; Loschelder et al., 2006). 
Bien que le niveau de transcrits de ces gènes dans les mutants sig6 ait été vérifié par 
immuno-buvardage de type Northern, l’impact sur le niveau des protéines 
chloroplastiques n’a été qu’une seule fois observé pour les protéines de classe I (Woodson 
et al., 2012). Celles-ci sont fortement sous-exprimées en cas de perte de SIG6. Nos 
résultats vont également dans le sens d’une diminution du niveau de protéines de classe I 
RBCL, PSBA et PSAA à 4 jours.  
 
Toutefois, aucune protéine de classe II n’avait, jusqu’alors, été quantifiée dans un 




semble globalement similaire chez le mutant et la plante sauvage (Loschelder et al., 2006). 
Ils ont ainsi observé que, d’une part, la quantité de transcrits initiés à partir des 
promoteurs NEPs classiques sont équivalents. D’autre part, ils ont remarqué une 
diminution des transcrits initiés à partir des promoteurs de la PEP du fait de la diminution 
de son activité dans le mutant sig6. Finalement, il y a apparition de transcrits alternatifs, 
de plus haut poids moléculaire, initiés à partir de promoteurs NEPs SOS (Loschelder et al., 
2006; Schweer et al., 2006). Bien que le niveau de transcrits reste le même globalement, 
nos résultats semblent montrer que le niveau de protéines ATPB augmente. Cela pourrait 
être associé à une plus grande traduction des transcrits provenant des promoteurs NEPs 
SOS (Schweer et al., 2006). Cela pourrait être vérifié par la quantification d’autres 
protéines de classe II telles que ATPE ou NDHC ainsi que de leur transcrits. 
 
Finalement, notre étude a également permis de vérifier l’impact de la mutation 
sig6 sur les niveaux de protéines à long terme. Bien que le phénotype de cotylédons pâles 
ait disparu après 10 jours, on remarque que le niveau de protéines chloroplastiques dans 
le mutant reste différent de celui de la plante de type sauvage. On remarque que les 
protéines RBCL et PSBA, de classe I, sont surexprimées dans le mutant sig6-3 tandis que le 
niveau de la protéine ATPB, de Classe II, est plus faible après 10 jours. Toutefois, on 
remarque que ces différences n’ont aucun impact sur le phénotype de la plante une fois 
passés les premiers stades de développement. Ces résultats peuvent refléter le fait que les 
autres facteurs sigma ont pris le relais, avec la PEP pour la transcription de ces gènes. Cette 
prise de relais pourrait passer par une phase d’activation de la transcription afin de 
rattraper le déficit transcriptionnel des transcrits dépendant de la PEP. Comme le facteur 
sigma impliqué dans la transcription du gène ATPB est SIG6, l’expression du gène reste 
problématique tout au long du développement de la plante. 
 
Nous avons donc montré que le phénotype de sig6 est corrélé avec une diminution 








4.2. La perte d’une seule des deux protéines WHIRLY est bénéfique au 
mutant sig6 
 L’ensemble de nos résultats démontrent que la perte d’une des deux protéines 
WHIRLY favorise la complémentation du phénotype de cotylédons pâles du mutant sig6. 
En effet, les doubles mutants sig6why1 et sig6why3 présentent un phénotype proche de la 
plante de type sauvage. Toutefois, cette complémentation n’est pas totale puisque ces 
mutants conservent une déficience partielle en chlorophylle a et b. De plus, nous avons 
remarqué que l’expression de certaines protéines chloroplastiques, chez les doubles 
mutants, semble se situer entre celle du mutant sig6 et celle de la plante de type sauvage. 
Ainsi, à 4 jours, la perte d’une protéine WHIRLY dans le mutant sig6 semble compenser 
partiellement la sous-expression des protéines de classe I RBCL, PSBA et PSAA ainsi que la 
réduction de la surexpression de la protéine de classe II ATPB dans le mutant sig6. Ces 
résultats vont dans le sens d’une complémentation de l’expression des protéines 
chloroplastiques, se rapprochant de la plante de type sauvage, et, conséquemment, la 
complémentation du phénotype de cotylédons pâles dû à la mutation sig6. Finalement, on 
remarque que la perte d’une des deux WHIRLY dans le mutant sig6 semble favoriser la 
complémentation de l’expression des gènes nucléaires associés à la photosynthèse 
(PhANGs). Cela favorise donc également la perte du phénotype de cotylédons pâles dans 
les doubles mutants. Ce résultat de RT-PCR semi-quantitative doit toutefois être confirmé 
par RT-PCR quantitative. 
 
À 10 jours, on remarque également que le niveau d’expression des protéines 
chloroplastiques dans les doubles mutants se situe généralement entre celui du mutant 
sig6 et celui de la plante de type sauvage. Toutefois, on remarque que l’expression de la 




mutants. Cela montre que l’absence d’une protéine WHIRLY ne peut, à long terme, 
totalement complémenter la perte de la protéine SIG6 et les multiples rôles que celle-ci 
peut jouer, notamment dans la régulation de la transcription du gène PSBA tout au long de 
la vie de la plante (Schweer et al., 2009; Schweer et al., 2010b). 
 
Deux hypothèses, à priori contradictoires, peuvent expliquer le fait que l’absence 
d’une seule protéine WHIRLY dans le mutant sig6 permet de favoriser la perte du 
phénotype ainsi que l’expression des protéines : l’activation de l’activité polymérase de la 
PEP ou son inhibition.  
 
Dans la première hypothèse, l’augmentation de l’activité de la PEP associée avec un 
autre facteur général de transcription lors de la biogénèse permettrait de favoriser la 
réexpression des protéines. En effet, SIG2 est un facteur sigma qui semble avoir un rôle 
redondant avec la protéine SIG6 lors de la biogénèse chloroplastique (Woodson et al., 
2012). L’utilisation du facteur SIG2 par la PEP, en lieu et place du facteur SIG6, pourrait 
permettre de favoriser l’expression normale des gènes de classe I ou II dans les doubles 
mutants. La perte d’une protéine WHIRLY favoriserait donc l’utilisation d’un facteur sigma 
alternatif ou augmenterait l’activité de la PEP. Toutefois nous ignorons le mécanisme qui 
permettrait cette activation.  
 
Inversement, une inhibition de la PEP par la perte d’une des deux protéines 
WHIRLY pourrait favoriser l’utilisation des NEPs et ainsi permettre l’utilisation de 
promoteurs SOS. Dans le mutant albostrians, certaines parties sont vertes et possèdent la 
PEP tandis que d’autres parties sont blanches et n’en possèdent pas (Hess et al., 1993; 
Emanuel et al., 2004). En l’absence de PEP, la transcription des gènes chloroplastiques est 
quasiment normale du fait de l’augmentation de l’activité des NEPs sur des promoteurs 
SOS, non utilisés dans un contexte normal. (Legen et al., 2002; Zhelyazkova et al., 2012). 
On remarque d’ailleurs que l’ensemble des gènes RBCL, PSBA, PSAA et ATPB possèdent des 




gènes peuvent être transcrits même en l’absence de la PEP (Zhelyazkova et al., 2012). Cela 
avait également été observé dans le mutant sig6 pour le gène ATPB, qui possède un 
promoteur SOS en amont afin de restaurer la transcription du gène (Schweer et al., 2006). 
Ce mécanisme de secours permet de favoriser l’expression normale des gènes, et, 
conséquemment, des protéines, en cas d’inhibition de la PEP. Zhelyazkova et al. suggèrent 
que ce mécanisme n’est pas automatiquement en place du fait de la forte activité de la 
PEP, qui est la plus abondante et active des deux types de polymérases, bloquant l’accès 
des promoteurs SOS aux NEPs (Zhelyazkova et al., 2012). En effet, ils ont observé que la 
position des promoteurs utilisés par la PEP dans un contexte normal est très proche des 
promoteurs SOS (Zhelyazkova et al., 2012). Dans le mutant sig6, la perte d’une protéine 
WHIRLY pourrait provoquer l’inhibition de la PEP, libérant ainsi l’accès aux promoteurs SOS 
par les NEPs. Cela permettrait de restaurer l’expression des gènes et, finalement, le niveau 
des protéines à court terme au court de la biogénèse. 
 
Le fait que le niveau de la protéine ATPB, dont le gène ATPB (classe II) est pourtant 
transcrit à partir d’un promoteur SOS dans le mutant sig6 (Schweer et al., 2006), ne reste 
pas surexprimée dans les doubles mutants ne semble pas aller dans le sens d’une 
augmentation de l’utilisation des promoteurs SOS des NEPs. Toutefois, si la perte d’une 
protéine WHIRLY provoque l’augmentation de l’utilisation des NEPs, la plupart des gènes 
chloroplastiques utiliseraient, dans ce contexte, des promoteurs SOS dépendants des 
NEPs. Cette augmentation de l’utilisation des NEPs pourrait provoquer leur redistribution 
sur l’ensemble des promoteurs SOS dans le génome chloroplastique. Ainsi, le promoteur 
SOS du gène ATPB, l’un des seuls actif dans le simple mutant sig6, deviendrait l’un des 
nombreux promoteurs SOS actifs dans les doubles mutants sig6why1 et sig6why3, ce qui 
pourrait diminuer légèrement la transcription du gène ATPB et, conséquemment, la 
quantité de protéines ATPB dans les doubles mutants par rapport au simple mutant sig6. 
 
Cette utilisation alternative des NEPs serait, plus tard dans le développement, 




gènes à transcrire, sauf pour le gène ATPB qui, lui, est transcrit à l’aide de la protéine SIG6 
associée à la PEP. 
 
4.3. La perte des deux protéines WHIRLY a un effet délétère sur le mutant 
sig6 
 Bien que la perte d’une seule protéine WHIRLY soit bénéfique pour le mutant sig6, 
on remarque que l’absence totale de protéines WHIRLY dans le mutant a peu d’effet sur 
celui-ci à court terme et même un effet délétère à long terme. En effet, d’une part 
l’absence de WHY1 et WHY3 complémente très faiblement le phénotype de cotylédons 
pâles du mutant sig6, et, d’autre part, on remarque que, à 4 jours, bien que l’expression de 
certains protéines telles que RBCL ou PSAA soit rétablie, l’expression d’autres protéines 
telles que ATPB ou PSBA est encore problématique. L’expression des gènes nucléaires 
associés à la photosynthèse reste également faible comme dans le mutant sig6. Après 10 
jours de développement, la perte des deux WHIRLY dans le mutant sig6 provoque 
l’apparition d’un phénotype persistant. Celui-ci se limite aux parties inférieures des jeunes 
vraies feuilles, soit la partie correspondant au méristème. Cette partie de la feuille 
correspond également à l’endroit où se fait la biogénèse chloroplastique dans les vraies 
feuilles. Finalement, on remarque que l’expression des protéines chloroplastiques dans le 
triple mutant reste, après 10 jours, très anormale, même comparée au simple mutant sig6, 
certaines protéines étant surexprimées (PSBA et PSAA) et d’autres sous-exprimées (RBCL 
et ATPB). Ces résultats démontrent que l’homéostasie protéique dans les chloroplastes du 
triple mutant sig6why1why3 est compromise. Cela expliquerait l’apparition d’un 
phénotype persistant lors du développement de la plante. 
  
Contrairement à ce que suggéraient Loschelder et al., dont le modèle ne prédit pas 
de rôle pour la protéine SIG6 dans la biogénèse des chloroplastes des vraies feuilles 
(Loschelder et al., 2006), nos résultats suggèrent que la protéine SIG6, en association avec 
les protéines WHY1 et WHY3,  a un rôle important à jouer dans le passage du proplastide 





Étant donnée la grande similarité entre les protéines WHY1 et WHY3, il n’est pas 
anormal de voir apparaître un impact plus important sur le phénotype du mutant sig6 lors 
de l’absence des deux protéines comparativement aux doubles mutants sig6why1 et 
sig6why3. Ces résultats ne peuvent toutefois s’expliquer par notre première hypothèse 
stipulant que l’absence d’une protéine WHIRLY favorise l’augmentation de l’activité de la 
PEP. En effet, selon cette hypothèse, nous nous attendrions à ce que l’absence des deux 
protéines favorise d’autant plus l’utilisation de la PEP et, finalement, la complémentation 
totale du phénotype du mutant sig6.  
 
Cependant, notre seconde hypothèse selon laquelle l’absence d’une protéine 
WHIRLY inhibe la PEP peut également expliquer les résultats observés dans le triple 
mutant. En effet, la disparition des deux WHIRLY provoquerait une forte et durable 
inhibition de la PEP, empêchant également son activité avec un autre facteur sigma, 
compromettant ainsi la complémentation du phénotype de sig6. Malgré l’activation et 
l’utilisation des promoteurs SOS des NEPs, la complémentation serait inefficace à long 
terme à cause de l’inhibition trop forte de la PEP et l’absence de régulation de la 
transcription chloroplastique par la PEP associée aux facteurs sigma. En effet, l’association 
des facteurs sigmas avec la PEP permet de réguler finement la transcription 
chloroplastique, que cela soit en régulant la quantité de protéines dans le photosystème I 
et II par l’intermédiaire de SIG1 (Tozawa et al., 2007; Puthiyaveetil et al., 2008; 
Puthiyaveetil et al., 2010; Hanaoka et al., 2012), ou en répondant aux signaux 
environnementaux par l’intermédiaire de SIG5 (Nagashima et al., 2004). De plus, 
Zhelyazkova et al. suggèrent que, dans le mutant albostrians, l’utilisation des promoteurs 
SOS par les NEPs ne permettent pas de complémenter le phénotype du mutant du fait que 
certains gènes, qui pourraient être essentiels à la biogénèse, ne possèdent pas de 
promoteurs SOS, rendant ainsi indispensable une activité, même faible, de la PEP 
(Zhelyazkova et al., 2012). Dans le triple mutant sig6why1why3, l’augmentation de 




effets néfastes malgré le faible bénéfice qu’elle amènerait dès les premiers stades de 
développement. 
 
De plus, la demande de transcription de l’ensemble des gènes chloroplastiques par 
les NEPs seulement se ferait au détriment des gènes de classe III. En effet, les NEPs ne 
pourraient, à elles seules, assurer la transcription de tous les gènes chloroplastiques, 
provoquant alors l’apparition d’un phénotype persistant et la transcription anormale de 
l’ensemble des gènes de classes I, II et III. Afin de le tester, il faudra vérifier l’expression 
des transcrits de classe I, II mais surtout III notamment par immuno-buvardage de type 
Northern dans un mutant why1why3sig6 et le comparer aux mutants sig6, why1sig6 et 
why3sig6. Cela permettra ainsi de vérifier si les gènes de classe III sont transcrits moins 
efficacement tel que prédit dans notre hypothèse. 
  
4.4. Les protéines WHIRLY sont impliquées dans la biogénèse 
chloroplastique 
 Cette étude permet d’établir un lien clair entre les protéines WHIRLY et la 
biogénèse chloroplastique. En effet, nos résultats démontrent que l’interaction génétique 
entre l’allèle SIG6 et les allèles WHY1 et WHY3 a un rôle biologique lors de la biogénèse. 
D’une part, l’absence d’une seule des deux protéines WHIRLY favorise, dans un mutant 
sig6, le développement du proplastide vers un chloroplaste chlorophyllien, capable de 
photosynthèse. D’autre part, on remarque que l’absence des deux protéines WHIRLY, dans 
un mutant sig6, compromet grandement la biogénèse chloroplastique au niveau des 
cotylédons mais également au niveau des vraies feuilles. Ce résultat vient supporter la 
conclusion de l’étude de Prikryl et al. qui montre que l’absence de la seule protéine 
WHIRLY présente dans les chloroplastes du maïs compromet la biogénèse chloroplastique 
(Prikryl et al., 2008). 
 
Récemment, il a été montré que la perte de la protéine SP1, une ligase d’ubiquitine 




biogénèse chloroplastique et notamment dans la transition entre proplastide et 
chloroplaste, permet de complémenter le retard de biogénèse observé dans un mutant 
sans protéine TOC (Translocon at the Outer envelope of Chloroplasts), responsable de 
l’importation des protéines dans le chloroplaste (Ling et al., 2012). Cela démontre que la 
perte de deux protéines impliquées dans la biogénèse chloroplastique peut permettre de 
la rétablir. 
  
Les deux protéines WHIRLY ont plus de 78% d’identité. Elles partagent également 
un rôle redondant dans le maintien de la stabilité génomique (Maréchal et al., 2009). Ici, 
on remarque que leur fonction dans la biogénèse chloroplastique est également 
redondante. En effet, la perte de WHY1 ou de WHY3 a le même effet sur la 
complémentation du phénotype de sig6 et la perte du retard de biogénèse. De plus, c’est 
la perte des deux protéines qui provoque l’augmentation du retard de biogénèse. 
 
Le fait que la perte des deux protéines WHY1 et WHY3, dans un double mutant 
why1why3, ne provoque pas de phénotype visible associé à un retard de biogénèse 





4.5. Le rôle dans le maintien de la stabilité génomique des protéines 
WHIRLY ne semble pas être à l’origine de leur rôle dans la biogénèse 
chloroplastique 
 Les protéines WHIRLY sont impliquées dans le maintien de la stabilité génomique 
du chloroplaste en défavorisant l’apparition de réarrangements génomiques 
chloroplastiques (Maréchal et al., 2009; Cappadocia et al., 2010; Cappadocia et al., 2012). 
Toutefois, il semble que le retard de biogénèse chloroplastique observé chez le triple 




triple mutant sig6why1why3 n’accumule que peu de réarrangements génomiques 
chloroplastiques. De plus, les doubles mutants sig6why1 et sig6why3 accumulent autant 
de réarrangements qu’une plante de type sauvage ou qu’un mutant sig6. Ceci supporte 
donc le fait que l’apparition des réarrangements ne favorise pas la complémentation du 
phénotype chez les doubles mutants ou l’apparition d’un phénotype persistant chez le 
triple mutant. 
  
On remarque que les triples mutants sig6why1why3 contiennent moins de 
réarrangements génomiques chloroplastiques comparativement au double mutant 
why1why3. Cela pourrait résulter de l’inhibition de la transcription causée par la mutation 
sig6. En effet, la transcription provoque l’apparition de boucles R (R-Loop), constituées 
d’un long brin d’ADN simple-brin (Kim and Jinks-Robertson, 2012). Ce brin est plus 
susceptible aux dommages tels que les bris ou la recombinaison non-homologue. De plus, 
les rencontres entre l’ARN polymérase et l’ADN polymérase peuvent également causer un 
effondrement des fourches de réplication et l’apparition de bris doubles-brins (Kim and 
Jinks-Robertson, 2012). Bien qu’un lien entre la transcription et la stabilité génomique n’ait 
jamais été clairement établi dans le chloroplaste, il y a fort à parier que les observations 
faites dans les bactéries puissent également survenir dans le chloroplaste. 
  
Alternativement, il est possible que la mutation sig6 et le problème général du PGE 
observé dans le triple mutant provoque, par l’intermédiaire de la signalisation rétrograde, 
la surexpression de gènes nucléaires encodant pour des protéines impliquées dans le 
maintien de la stabilité génomique. En effet, parmi les 500 gènes les plus surexprimés dans 
un mutant sig6, au moins neuf d’entre eux pourraient avoir un rôle dans la réparation de 
l’ADN tels que BRCA1, RECA2, WHY2 ou RAD50 (Tableau supplémentaire S6 (Woodson et 
al., 2012)). La surexpression de ces gènes provoquée par la mutation sig6 pourrait donc 
favoriser, de par leur rôle, le maintien de la stabilité génomique chloroplastique en cas de 





4.6. Une interaction directe entre les protéines WHIRLY et SIG6 n’explique 
pas le rôle des protéines WHIRLY dans la biogénèse chloroplastique 
La protéine DG1 (DELAYED GREENING 1) est impliquée dans la transcription et la 
biogénèse chloroplastique. Les auteurs suggèrent que son interaction avec SIG6, par 
l’intermédiaire de sa partie C-terminale, pourrait permettre de stabiliser la liaison de SIG6 
à l’ADN sur les promoteurs dépendants de SIG6 ou encore de stabiliser l’interaction entre 
SIG6 et la PEP (Chi et al., 2010). Dans notre cas, il ne semble pas que l’interaction 
génétique provienne d’une interaction protéique directe entre SIG6 et WHIRLY, du moins 
pas par leur extrémité C-terminale. En effet, l’expérience de double-hybride en levure 
réalisée dans cette étude ne démontre pas l’existence d’une telle interaction bien qu’on ne 
puisse conclure à son inexistence.  
 
Ce résultat est donc en contradiction avec le criblage effectué précédemment au 
laboratoire dans lequel la protéine SIG6 semblait interagir avec la protéine WHY1. 
Toutefois, celui-ci avait pour but de mettre en évidence les protéines, fusionnées, à leur 
extrémité C-terminale, avec le domaine de trans-activation de GAL4 (AD), capable 
d’interagir avec la protéine WHY1, fusionnée quant à elle, à son extrémité N-terminale, au 
domaine de liaison à l’ADN de GAL4 (DBD). Les deux clones retrouvés dans ce criblage 
double-hybride exprimaient donc la protéine SIG6 fusionnée, à son extrémité C-terminale, 
avec le domaine de trans-activation de la protéine GAL4 (SIG6-AD). Dans notre cas, les 
constructions ont été inversées puisque c’est la protéine WHY1 qui est fusionnée avec le 
domaine de trans-activation (WHY1-AD) et la protéine SIG6, quant à elle, est fusionnée 
avec le domaine de fixation à l’ADN (SIG6-DBD). Cette différence pourrait être à l’origine 
de la différence dans les résultats obtenus. Toutefois, du fait de l’interaction entre la 
protéine SIG6 et les promoteurs de type bactérien, le résultat obtenu précédemment au 
laboratoire pouvait également provenir d’une interaction non spécifique ADN-protéine 
entre le domaine de liaison à l’ADN de SIG6 (domaine C-terminal de SIG6) et les 
promoteurs permettant la synthèse d’acides aminés, permettant ensuite l’activation de 




construction SIG6-AD utilisée alors. Ainsi, les résultats obtenus précédemment peuvent  
provenir de faux positifs plutôt que de l’interaction entre les protéines SIG6-AD et DBD-
WHY1. 
  
Bien que l’expérience de double-hybride n’ait fait ressortir aucune interaction entre 
les protéines WHIRLY et l’extrémité N-terminale de la protéine SIG6, on ne peut exclure 
qu’une telle interaction puisse se réaliser in vivo. Des expériences complémentaires telles 
qu’une co-immunoprécipitation in vitro ou in vivo ou encore une expérience de FRET 
pourrait permettre de clarifier cette question. 
 
4.7. Une légère inhibition de la PEP provoque la complémentation du 
mutant sig6 
Afin de tester notre hypothèse selon laquelle une inhibition de la PEP pourrait 
permettre de complémenter le phénotype de cotylédons pâles de sig6, nous avons traité 
les lignées mutantes sig6-3 et sig6-1 avec des doses croissantes de rifampicine. La 
rifampicine est utilisée afin d’inhiber spécifiquement la PEP du fait de la similarité entre la 
PEP et l’ARN polymérase bactérienne. Nos résultats montrent qu’un traitement à des 
doses faibles de rifampicine, ne provoquant aucun phénotype sur la plante de type 
sauvage, est capable de complémenter le phénotype de sig6 de manière dose-
dépendante. Toutefois, cette complémentation ne survient qu’à faible dose et n’est pas 
retrouvée lors d’un traitement à haute-dose. Cette complémentation s’apparente à la 
complémentation observée dans un mutant sig6why1 et sig6why3. Cela appuie donc notre 
hypothèse selon laquelle la complémentation par la perte d’un WHIRLY pourrait provenir 
de l’inhibition partielle de la PEP et ainsi permettre la perte du phénotype de sig6. 
 
Selon notre hypothèse, la perte des deux protéines WHIRLY provoquerait 
l’inhibition totale de la PEP, entraînant l’apparition du phénotype persistant. On remarque, 
d’une part, qu’en traitant les mutants sig6 avec une dose forte de rifampicine, les plantes 




une légère inhibition de la PEP peut permettre la complémentation du phénotype de sig6. 
Les doubles mutants sig6why1 et sig6why3 ont également été traités avec des doses 
faibles de rifampicine. Selon notre hypothèse, la perte d’un WHIRLY entraîne une faible 
inhibition de la PEP. Si on ajoute à cela un traitement à la rifampicine, on aura une forte 
inhibition de la PEP due à un effet additif. Ce traitement mimerait donc la perte du 
deuxième WHIRLY dans les doubles mutants et serait comparable au triple mutant 
sig6why1why3. On remarque en effet que ce traitement provoque, sur les doubles 
mutants, l’apparition du même phénotype persistant sur les vraies feuilles que le triple 
mutant. Cela supporte donc notre hypothèse puisque cela signifie que le triple mutant 
s’apparente à un double mutant avec une plus forte inhibition de la PEP, provoquant alors 





4.8. Les protéines WHIRLY pourraient être importantes pour le maintien de 
l’activité de la PEP 
Nous proposons ici un modèle selon lequel la perte des protéines WHIRLY 
provoque une inhibition de la PEP (Figure 17). Dans celui-ci, la perte d’une des deux 
protéines inhibe partiellement son activité alors que la perte des deux protéines provoque 
une plus forte inhibition de la PEP. Ce modèle est corroboré par la quantification des 
protéines dans les doubles mutants sig6why1 et sig6why3 ainsi que dans les triple mutants 
sig6why1why3 et également par le traitement des mutants sig6, sig6why1 et sig6why3 à la 
rifampicine. 
 
Dans ce modèle, nous suggérons que les protéines WHY1 et WHY3 sont 
importantes, in vivo, pour le maintien de l’activité de la PEP, au moins dans un mutant 





- Au cours de la biogénèse chloroplastique dans la plante de type sauvage Col-0, 
l’activité de la PEP est normale (Figure 17). Les gènes de classe I sont donc 
transcrits par la PEP en association avec SIG6. Les gènes de classe II sont, quant à 
eux, transcrits par la PEP-SIG6 sur les promoteurs de la PEP et par les NEPs sur les 
promoteurs réguliers de la NEP.  
 
- Dans un mutant sig6, l’activité de la PEP est inhibée au cours de la biogénèse 
(Figure 17). Toutefois, un autre facteur sigma général (e.g. SIG2) peut permettre de 
compenser la perte du facteur SIG6 bien que de manière moins efficace. Les NEPs 
transcrivent toutefois efficacement les gènes de classe II par l’intermédiaire des 
promoteurs réguliers de NEPs ou de la PEP ou de l’activation des promoteurs SOS. 
La diminution marquée de la transcription des gènes de classe I entrainerait un 
retard de biogénèse chloroplastique et, conséquemment, l’apparition du 
phénotype de cotylédons pâles.  
 
- En cas de perte d’une des deux protéines WHIRLY dans un mutant sig6, l’activité de 
la PEP serait d’autant plus réduite (Figure 17). Toutefois, cela permettrait 
l’activation des promoteurs SOS qui étaient masqués par l’activité de la PEP en 
association avec un facteur sigma général de secours sur les gènes de classe I. Les 
gènes de classe I seraient alors transcrits plus efficacement, bien que moins que 
dans la plante de type sauvage. Une redistribution générale des NEPs sur les 
promoteurs SOS réduirait également l’expression des gènes de classe II par rapport 
au mutant sig6. Cela entrainerait l’expression quasiment normale des protéines 
chloroplastiques et, conséquemment, la perte du phénotype de cotylédons pâles.  
 
- Finalement, la perte des deux WHIRLY entraînerait une très forte inhibition de la 
PEP. Seules les NEPs seraient chargées d’exprimer les gènes possédant des 
promoteurs SOS, soit la quasi-totalité des gènes chloroplastiques (Figure 17). Cela 




régulatrice de la PEP serait perdue ou bien du fait de l’absence de promoteurs SOS 
sur certains gènes. Également, cela pourrait résulter d’une demande trop grande 
de transcription par les NEPs, incapables de prendre le relais de la transcription 
pour l’ensemble des gènes chloroplastiques. L’homéostasie protéique du triple 
mutant serait alors fortement compromise, entrainant l’apparition d’un phénotype 
persistant. 
Le rôle exact des protéines WHIRLY dans le maintien de l’activité de la PEP reste 
toutefois à déterminer. Les protéines WHIRLY pourraient être directement impliquées 
dans la transcription. En effet, elles sont toutes les deux retrouvées dans le PTAC et 
semblent donc avoir un rôle à jouer dans la machinerie transcriptionnelle (Pfalz et al., 
2006). Toutefois, ce rôle ne semble pas essentiel pour deux raisons : d’une part les deux 
protéines WHIRLY ne sont pas retrouvées dans l’étude de Steiner et al. qui montre que 
seules 10 protéines sont indispensables au fonctionnement de la polymérase PEP (Steiner 
et al., 2011). De plus, Steiner et al. ont montré que la perte de protéines impliquées 
directement dans la transcription provoque presque toujours l’apparition d’un phénotype 
albinos ou de cotylédons pâles (Steiner et al., 2011). Le double mutant why1why3 ne 
présente, quant à lui, aucun phénotype dans les premiers stades du développement, 
laissant sous-entendre que les WHIRLY ne seraient pas impliquées directement dans la 
transcription. Toutefois, dans notre étude, on a pu constater que le double mutant 
why1why3 présente des niveaux d’expression des protéines chloroplastique anormaux. La 
perte des protéines WHY1 et WHY3 semble donc avoir un impact sur l’expression des 
protéines chloroplastiques. 
 
En 2004, une étude a montré qu’une protéine SSB (Single-Strand Binding protein), 
capable de fixer l’ADN simple brin de manière non spécifique et impliquée dans les 
mécanismes de réparation de l’ADN, permet, chez les archées, de favoriser l’activité de 
l’ARN polymérase (Richard et al., 2004). Les auteurs montrent que cette protéine peut 




l’initiation de la transcription. Également, l’ajout de la protéine SSB dans un essai 
transcriptionnel in vitro permet de favoriser la transcription même en l’absence d’un 
facteur de transcription en principe indispensable pour la transcription. Les auteurs 
suggèrent que la protéine SSB favorise la déstabilisation de l’ADN double-brin et le 
recrutement de la polymérase au niveau des promoteurs à l’aide de son extrémité C-
terminale (Richard et al., 2004). Étant donné la similarité de fonction entre les deux 
protéines WHIRLY et la protéine SSB, il est tentant de proposer le même rôle pour WHY1 
et WHY3 en association avec la PEP. Cette hypothèse pourrait notamment être testée en 
effectuant une expérience de co-immunoprécipitation in vitro entre le complexe PEP 
(RPOA, RPOB, RPOC1 et RPOC2) et les protéines WHY1 et WHY3. De plus, un essai 
transcriptionnel sur un plasmide de type bactérien à l’aide de la PEP purifiée pourrait 
permettre de vérifier si la présence d’une ou des deux protéines WHIRLY pourrait favoriser 






Figure 17 : Modèle décrivant l’activité de la PEP et des NEPs dans les différents mutants et 
l’impact sur la transcription des gènes de classe I et II. Les carrés verts, bleus et rouges 
représentent respectivement les promoteurs SOS, de NEPs réguliers et de la PEP en amont d’un 
gène. Les ovales bleus et rouges représentent respectivement la NEP et la PEP. L’activité relative de 
la polymérase PEP est représentée par la taille de l’ovale rouge. La forme orange représente la 
protéine SIG6 tandis que la forme jaune représente un facteur sigma général (e.g. SIG2). La zone 
grisée représente la séquence transcrite du gène. La grosseur de la flèche représente le niveau de 
transcription relatif du gène. Des points d’interrogation (?) signifient que le niveau de transcription 
est anormal sans toutefois qu’une tendance particulière se dégage. Finalement les ovales gris et 
bruns représentent les protéines WHIRLY. La classe du gène est écrite à droite du schéma qui le 




Alternativement, le rôle des protéines WHIRLY dans le métabolisme de l’ARN et 
notamment dans la biogénèse des ribosomes pourrait également expliquer l’augmentation 
des NEPs et la diminution de l’activité de la PEP. En effet, Prikryl et al. ont montré qu’un 
mutant why1 dans le maïs présente une déficience en ribosome plastidique (Prikryl et al., 
2008). Selon les auteurs, cette déficience proviendrait de la diminution de la biogénèse 
d’ARN ribosomique. Or, en utilisant le mutant albostrians de l’orge, qui présente 
également une déficience en ribosome plastidique, Emmanuel et al. ont montré que 
l’absence de ribosome provoque la surexpression de la NEP (Emanuel et al., 2004). Les 
auteurs suggèrent que l’absence de ribosome favorise un signal rétrograde du chloroplaste 
au noyau, activant l’expression de la NEP. Conséquemment, la NEP augmenterait la 
transcription du gène chloroplastique RPOB et donc le niveau de PEP. Toutefois, la plante 
étant déficiente en ribosome, l’ARNm de RPOB n’est pas traduit, provoquant alors une 
déficience en PEP (Hess et al., 1993; Emanuel et al., 2004). Ainsi, dans ce mutant, l’activité 
polymérase de la NEP augmente tandis que l’activité polymérase de la PEP diminue. Dans 
le mutant sig6, la perte des WHIRLY pourrait provoquer une diminution du niveau de 
ribosome plastidique, favorisant ainsi la signalisation rétrograde et finalement 
l’augmentation de l’activité des NEPs au détriment de l’activité de la PEP. 
 
 
4.9. Conclusion et Perspectives 
L’ensemble de nos résultats montre donc que les protéines WHIRLY  jouent un rôle 
dans la biogénèse chloroplastique, au moins en association avec la protéine SIG6. Ce rôle 
s’avère important biologiquement puisque l’absence d’une des deux protéines permet de 
rétablir une biogénèse normale dans un mutant sig6 tandis que l’absence des deux s’avère 
néfaste pour le développement normal du mutant. Nous proposons également un modèle 
permettant d’expliquer comment la perte des protéines WHIRLY dans le mutant sig6 peut 
avoir un impact sur l’expression des gènes chloroplastiques et, conséquemment, sur la 




diminution de l’activité de la PEP et l’augmentation de l’utilisation des promoteurs SOS des 
NEPs. Ceci permet d’expliquer le phénotype des différents mutants ainsi que les niveaux 
de protéines chloroplastiques observés. Finalement, nous proposons deux hypothèses 
permettant de faire le lien entre les protéines WHIRLY et l’activation de la PEP : un rôle 
direct des WHIRLY dans la transcription en association avec la PEP ou un rôle indirect dans 
la biogénèse des ribosomes plastidiques. 
  
Il serait intéressant, dans l’avenir, de vérifier directement les niveaux d’ARN des 
gènes chloroplastiques par immuno-buvardage de type Northern et par séquençage haut-
débit d’ARN dans les différents mutants afin de vérifier l’impact de l’absence des WHIRLY 
sur la quantité ainsi que la nature des transcrits des gènes chloroplastiques. En effet, cela 
permettra de vérifier si des promoteurs alternatifs SOS sont utilisés pour la transcription 
de la plupart des gènes dans un mutant sig6why1why3, comme le prédit notre modèle. De 
plus, l’effet de l’absence des deux WHIRLY sur la transcription des gènes chloroplastiques 
pourra être vérifié par cette méthode, permettant ainsi de vérifier si les NEPs seules sont 
capables de transcrire le génome chloroplastique et notamment les gènes de classe III. 
Également, la quantification du niveau de protéines RPOA, RPOB, RPOC1 et RPOC2 
permettrait de vérifier l’impact de l’absence des protéines WHIRLY sur la quantité de PEP. 
Un essai de transcription in vitro avec l’ARN polymérase d’E. coli pourrait également 
permettre de vérifier si les protéines WHIRLY, en association avec SIG6 sont capables de 
favoriser l’activité d’une ARN polymérase de type bactérienne. Un croisement entre les 
mutants why1why3 et sig2, qui présente également un phénotype dès les premiers stades 
de développement pourrait permettre de vérifier si la complémentation de la biogénèse 
chloroplastique par la perte des WHIRLY est uniquement observable dans un mutant sig6. 
Finalement, il serait intéressant de vérifier si l’extrémité C-terminale des WHIRLY ou leur 
capacité à former un tétramère et un 24-mère a un rôle a jouer dans leur fonction dans la 
biogénèse chloroplastique. Pour finir, afin de vérifier si la complémentation ou 
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